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Zusammenhang zwischen den chemischen Eigenschaften 
einer Reihe von Pepsinpraparaten und ihrer Aktivitat 
gegeniiber verschiedenen Proteinen.’) 
Von 
I. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 


(Aus dem Laboratorium f. biologische Chemie d. 2. Moskauer Staatsuniversitat. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 11, Februar 1929.) 


In unserer ersten Mitteilung ,Zur Kenntnis der Proteasen- 
natur“*) gelang es uns zu beweisen, daf es einen bestimmten 
Zusammenhang gibt zwischen der Aktivitit des Pepsins und 
seinem Gehalt an Gesamtstickstoff, Aminostickstoff und Carb- 
oxylgruppen: dabei ergab es sich ebenfalls, daB die verdauende 
Kraft desto héher ist, je mehr die Anzahl der COOH- und 
NH,-Gruppen sich einander nibert und je gréBer der Gehalt 
des Priparats an Polypeptidcarboxylen ist. Die Aktivitit des 
Pepsins wurde von uns nach der Methode von Gross*) gegen- 
iiber einer 1°/,,igen Caseinlésung bestimmt und die Wirksam- 
keit wurde nach der kleinsten Fermentkonzentration festgestellt, 
die imstande war im Laufe von 15 Minuten bei 38° 10 ccm 
Casein zu verdauen; das p,, der Grenzgemische schwankte 
zwischen 1,04—1,20. 

Demnichst sollte untersucht werden, ob dieser festgestellte 
Zusammenhang zwischen der chemischen Zusammensetzung des 


1} Zur Kenntnis der Proteasennatur. IJ. Mitteilung. 

*) J. A.Smorodinzew und A. N. Adowa, Diese Zs. Bd. 177, 5. 187 
1928), 

3) I. A. Smorodinzew, Die Fermente d. Pflanzen- und Tierreichs, 
T. III, S. 102, Moskau 1922 (russ.). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLX XXII. 
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Priparats und seiner Aktivitét auch anderen EiweiBen gegen- 
iiber erhalten wird. Zu diesem Zwecke entschlossen wir uns 
die Einwirkung verschiedener Pepsinpriiparate auf Edestin, 
Gelatine, HiihnereiweiB und Muskeleiwei8 zu untersuchen. 


Die edestinoklastische Kraft des Pepsins wurde nach Fuld-Le- 
visson’) an einer 0,1°/,igen Edestinlésung in 0,1°/,iger Salzsiiure be- 
stimmt und nach der kleinsten Fermentkonzentration berechnet, die im- 
stande war 2 ccm Edestin im Laufe von 3 Minuten bei Zimmertemperatur 
zu verdauen; py des Gemisches schwankte zwischen 1,50 und 1,72. 

Die gelatineverdauende Kraft wurde nach Fermi an geronnener 
Thymolgelatine bestimmt; die Wirksamkeit des Priiparats wurde in 
Millimetern des im Laufe von 24 bzw. 48 Stunden bei Zimmertemperatur 
verfliissigten Gelatinesiiulchens (3°/,ige Gelatinelésung) ausgedriickt. 
p;, des Gemisches schwankte zwischen 1,44 und 1,75. 

Das HiihnereiweiB und das Muskeleiwei8 wurden in Capillaren 
nach Mett 20 Stunden lang im Brutschrank bei 38° verdaut; die Wirk- 
samkeit des Priparats wurde in Millimetern des verdauten EiweiBes (auf 
0,01 g des Trockenpriparats) ausgedriickt; p;; des Gemisches schwankte 
zwischen 1,44 und 1,75. 

Fiir die Wirkung des Ferments ist vor allem die aktuelle Reaktion 
des Milieus maBgebend, diese hiingt aber von der [H’]-Konzentration 
der Ausgangsgemische ab (auf Tab. I und II sind typische Beispiele aus 
einer Reihe von Bestimmungen angefiihrt). 

Es ist leicht zu sehen, daB die Lésungen von Casein und Edestin in 
Salzsiiure Puffereigenschaften besitzen, da bei Versetzung mit einer mehr 
alkalischen Lésung des verdiinnten Ferments das py des Gemisches sich 
dem Optimum der Wirkung des Ferments niihert, obgleich es diesem 


Tabelle I. 


Ausgangslésungen. 


Pu Pi 

1. Salzsiiure OJ n. . . . 1,16, 7. Dieselbe Lésung mit H,O 
2. Salzsiure Aciditét 30 . 1,61, 1:16 verdiinnt . . . 2,25 

3 4°/ tveCaseinld | 8. Dieselbe Lésung 1:16 

oS a mit HCl von Aciditiit 30 
secant ot te i verdinnt . .. . . 1,60 

4. 1°/ige Edestinlésg. nach 9. Natiirlicher Hundema- 
Fuld-Levisson. . . 1,52, gensaft . . . . . . 1,05, 

5. 3°/) ige Gelatine nach 10. Dasselbe 1:32 mit Was- 
Pert «4 te ee oe ser verdinnt O71 

H. 1°/,ige Lésung von Pep- 11. Dasselbe 1 : 32 mit HCl 
sin Nr. 12 in 0,1°/, HCl. 1,52, (Acidiitét 30) verdiinnt . 1,60 


) J. A. Smorodinzew, ebenda 38. 102. 
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Tabelle II. 


Verdauungsgemische. 


Zusammensetzung des Ge- Zusammensetzung des Ge- 
misches Pr misches Pu 

1. leem 1°/,,igen Caseins 3. 2ecm1°/,, Edestin-+-1cem 

+ 1 ccm 1°/, Pepsin 1:8 1°/, igen Pepsin mit 0,1°/, 

+1iecem H,O ... . 1,12, HCl 1:8 verdiinnt+1 cem 
H,O . . ° ° ° 1,71, 

2, Dasselbe nach der Ver- 4. Dasselbe nach der Ver- 
daung . « 1, Gamume ..... «1,66, 


nicht véllig entspricht. Als optimales p,, fiir die Casein- und Edestin- 
verdauung wird 1,4 angegeben’), so daB die Reaktion der Grenzverdiin- 
nung des Caseins um 0,3 nach der sauren Seite des Optimums, die- 
jenige des Edestins um ebensoviel nach der alkalischen Seite verschoben 
ist. Was die Bedingungen der Verdauung nicht der gelésten, sondern 
der koagulierten KiweiBe (Hiihnereialbumin, MuskeleiweiB und Gelatine) 
anbetrifft, so erweisen sie sich als bedeutend abweichend. 

In der vorherigen Mitteilung bemerkten wir, daB starke Pepsin- 
priparate, die reichlich NH,-Gruppen enthalten, bei ihrer Auflésung in 
0,1°/,iger HCl das p,; der Lésung bedeutend nach der alkalischen Seite 
(von 1,61 bis auf 2,28) verschieben. Deshalb erhalten die schwachen 
und mittelstarken Priiparate {p,;; der Lésung 1,45—1,70| die Méglichkeit 
ihre Wirkung in einem dem Optimum nahen Milieu zu entwickeln, fiir 
das Priiparat Nr. 2 erweisen sich dagegen die Bedingungen als giinzlich 
ungiinstig und es beginnt gut zu verdauen erst nach 100—1000facher 
Verdiinnung mit 0,1°/,iger HCl, d. h. niimlich, da, wo das p,, des Milieus 
sich 1,6 nihert (s. Tab. IID). 


Tabelle III. 

















Menge des 
Nr. Ferment Nr. 2 Pu verdauten 
Muskeleiweibes 
in mm 
1 1°/gige Lésung in Salzsiiure von 
Aciditit 30. 2. 2 2... 2,28, 27,3 
2 Dasselbe mit Salzsiure (Aciditit 30) 
100fach verdiinnt . . .. . 1,60, 864 
3 Dasselbe 1000fach verdiinnt . . 1,53, 3440 


1) L. Michaelis und A. Mendelssohn, Bioch. Zs. Bd. 65, S. 1 
(1914), 


1* 
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Tabelle LY. 


Trockene Priparate. 





| Nr. d. Priparats 


} 


to 














Bezeichnung 
des 


Ferments 








I. Gruppe. Starke Priparate, 














a 





Aktivitit von 0,01 g Trockenpraiparat 
ee . regeniiber mittels d. Mettschen ‘ 
So gegeniiber © 5 ; - Capill | gegeniiber 
S Casein | Edestin apiliare | 
asein | shor! wp | Gelatine 
oO . nach ~—_ gegeniiber/gegeniiber ' 
= nach | : :. nac 
eo] | Fuld- | Muskel- | Hiihner- | : sai 
A Gross Levis. eiweiB | eiweib Fermi 
ecm ecm mm | mm | min 


24St. 48s. 


Parke und 
Davis 0,76 1280 64 864 170 20 
Merck 0,69 640 64 664 | 126 20 7 
Semski Sojus} 0,58 640 64 900 | 192 30.4 
E. Leitz 0,55 320 64 632 202 20 4) 
£ 055 80 4 — — —-- ~ 
Kéhler 0,53 80 2 260 126 i 
II. Gruppe. Mittelstarke Priparate. 
(xoslabor- 
snabschenie } 0,57 160 8 380 82 — 
Ferrein 0,56 80 4 268 80 abs | 
Ferrein 0,47 80 | 4 328 — 102 
Ferrein 0,46 SO | 4 276 —_ abs 
Kahibaum | 0,49 so | 4 304 82 abs 2 
lil. Gruppe. Sechwache Priparate. 
Ferrein 0,40 80 4 244 92 10 
Kébler 0,41 40 4 236 80 | abs 2 
Gosmedtorg- 4 | 
prom 0,39 40) 224 — | abs W 
? 0,41 40 4 264 | 80 10 








Die Ergebnisse der Versuche mit den trockenen Praparaten sind 
auf Tab. IV wiedergegeben, wo die Pepsinpriiparate nach ihren in 
unserer ersten Mitteilung beschriebenen chemischen Eigenschaften und 
Aktivitit (nach Gross bestimmt) gruppiert sind. 

Aus Tab. IV folgt, daB die Priparate, die sich gegeniiber 
Casein als besonders aktiv erwiesen, auch die starkste ver- 


') Siehe Anmerkung in der I. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 177, 5S. 192 
(1928). 
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dauende Kraft gegeniiber Edestin, Gelatine, KiereiweiB und 
MuskeleiweiB besaBen. Die schwachen Priiparate der 3. Gruppe 





— verdauten auch Edestin, Gelatine, Muskel- und EiereiweiB am 
schwachsten. 

= Die Methodik der Edestinverdauung unterscheidet sich von 

ine derjenigen der Caseinverdauung sowohl nach der ‘lemperatur, 

a als auch nach der Substratmenge und der Dauer der Ferment- 

- einwirkung. Die H-Konzentration ist in beiden Fillen von 

. der fiir die Pepsineinwirkung auf diese beiden Eiweibe opti- 


malen Konzentration abweichend. Trotzdem blieb die Reihen- 
folge der nach der fallenden Wirksamkeit eingeordneten Pri- 
50 parate unverindert. Kleine Abweichungen sind in einigen 
Fallen bei dem Eialbumin und MuskeleiweiB wie auch bei der 
Gelatine festgestellt. Sie hiingen davon ab, dab die Verdauung 
dieser EiweiBe in siimtlichen Versuchen bei ein und der- 
a selben HCl-Menge vollfiihrt wurde, die aber nicht immer 
dem Optimum der Pepsinwirkung entsprach, da verschiedene 
Pepsinpriparate ungleiche HCl-Mengen binden’); das p,, der 
Liésungen schwankte deshalb zwischen 1,44 bis 1,75. Wo die 
Fermentlésungen stark mit 0,1°/,iger HCl-Ldsung (p,, = 1,6) 
verdiinnt wurden, niherte sich die H-Konzentration dem Opti- 
1") mum und die Bedingungen fiir die Verdauung besserten sich 
2 ‘s. Tab. I1]). Dessenungeachtet wurde der allgemeine Charakter 
der Verteilung der Priparate in Gruppen auch in den Ver- 
| suchen mit geronnenem Kiweif aufrechterhalten. Wir fanden 
90 deshalb fiir zweckmaBig die Ergebnisse unserer Beobachtungen 
wu verdffentlichen und beabsichtigen demniichst die Versuche 
\0 unter méglichst ausgeglichenen Bedingungen fortzusetzen. 
. _ AuBerdem sind von uns bereits Versuche angestellt worden, 
| die Aktivitat der Fermente durch Titration nach Willstitter 
bei fiir jedes Kiwei8 optimalen p,, der Pepsinwirkung zu be- 
stimmen. 
Obgleich die Bedingungen der Casein- und LEdestin- 
er Yerdauung (Temperatur, Versuchsdauer, Verhiltnis des Fer- 
r. ' lents zum Substrat) bei weitem nicht die gleichen waren, 


1 I. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, a. a. O. 
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kann doch auf Grund Tab. 1V der SchluB gezogen werden, 
daB unabhingig vom Ursprung des Pepsinpriiparats und seiner 
Aktivitiit, die Resistenz des Caseins mehrfach kleiner ist als 
diejenige des Edestins: 0,01 g des Priiparats verdauen 40 bis 
1280ccm 1°/,,iger Caseinlésung und nur 4 bis 64 ccm 1°/,,iger 
Kdesinlésung. 

Dasselbe tritt bei Hithnereiweify und MuskeleiweiB hervor, 
wo die Verdauungsbedingungen ganz identisch waren: 0,01 ¢ 
verschiedener Priiparate verdauten 80—202 mm Hiihnereiweib 
und 224—900 mm Muskeleiweif. Selbstverstiindlich miissen 
fiir den genauen Vergleich siimtliche Bedingungen und vor 
allem das p,, des Milieus ausgeglichen werden und dann wird 
es vielleicht gelingen, eine irgendwelche Spezifitat der Ein- 
wirkung dieses oder jenes Priparats auf verschiedene Eiweibe 
zu entdecken. 


Tabelle V. 


Fliissige Priparate. 











2 Aktivitiit eines cem des Priparats 
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19 Hundemagensaft  Infolge 
aus dem Laborat. 

: von 
des Akademie- 
mitgl. Prof. I. P. | Diffusion 
Pawlow bezog. doe 
am 17. XII.1927. [0,88 1280 80 76 

‘ ‘ -eyINS 
20 Glycerinextrakt Glycerin: 
aus der Magen- _ sehwer 
schleimhaut ein. Restate 
Schweines am eststell- 
5. IV. 1925 = [0,85] = 1280 64 106,8 er 
17 Hundemagensaft | 
aus dem Labora- 
torium d. Akad. 
Prof. I. P. Paw- 
low bezogen am 
29. V. 1926 20° 2? | 28,2? 























Pepsinpraparate u. ihre Aktivitit gegeniiber verschied. Proteinen. 













Die Untersuchung der verdauenden Kraft der fliissigen 
Priparate bestatigte die Angaben iiber die Verteilung der 
Fermente auf Grund ihrer chemischen Kigenschaften, die auch 
an trockenen Pepsinpriiparaten erzielt wurden (Tab. V). Das 
Priparat Nr. 17, welches sich gegeniiber Casein als schwach 
aktiv erwies, war unwirksam gegeniiber Edestin und Gelatine 
und verdaute eine verhiltnismibig kleine Menge des Muskel- 
eiweiBes. 


An der Arbeit haben teilgenommen: K. A. Glagolew, 
KH. N. Drushinina, N. M. Kontschalowskaja, S. L. [sum- 
rudowa, K. N. Hildebrandt. 











Zur Kenntnis des Carnitins. 
Von 
Wilhelm Linneweh. 


Mit 8 Figuren auf Tafel! I u. II. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1929). 


Im Jahre 1921, als die Konstitution des Carnitins, einer 
von Gulewitsch und Krimberg!) im Saugetiermuskel ent- 
deckten Base, noch nicht bekannt war, gab Engeland?) fol- 
gende Formel (f) als wahrscheinlich an: 


CH,OH CH, 
| 
I. (CH,),-N-CH,-CH-CO II. (CH,),~N-CH,-C-CO. 
| | | 
= —_— 


Beim Erhitzen des Carnitins mit konzentrierter Schweiel- 
siure auf etwa 130° bekam er eine um ein H,O irmere Ver- 
bindung, die er Apocarnitin nannte und die demnach die 
Formel Ii haben muBte. 

Nachdem nun im Jahre 1927 Tomita und Sendju°) 
die Konstitution des Carnitins als y-Dimethylamino-f-oxy- 
buttersiure-methylbetain (III) (genauer: als eine der beiden 
stereoisomeren linksdrehenden Komponenten dieses Betains) 
bewiesen hatten, wurde mit der Engelandschen UCarnitin- 
formel (I) auch die Apocarnitinformel (II) hinfallig. Vielmehr 
war es nun so gut wie selbstverstaindlich, daB das von Enge- 
land als Apocarnitin bezeichnete Produkt ein y-Dimethyl- 
aminocrotonsiure-methylbetain (IV) sein muBte, dieselbe Ver- 
bindung, die ich 1928 im Fleischextrakt*) fand und synthe- 
tisch herstellte. Ich nannte damals diese Base der Kiirze 
halber Crotonbetain. 

Ill. (CH,), -N-CH,-CHOH-CH,-CO_ IV. (CH,).——N- CH, -CH==CH-C0O 


A a elem eae 
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Zur Kenntnis des Carnitins. i) 


Um die vermutete Identitit des Apocarnitins mit dem 
Crotonbetain zu beweisen, behandelte ich ein aus Fleisch- 
extrakt dargestelltes Carnitin genau nach der Vorschrift von 
Engeland (a.a.0O.) mit konz. Schwefelsiiure bei 130° und 
stellte aus der erhaltenen Base das Chloraurat her. Dieses 
krystallisierte in gro8en, hellgelben, glinzenden Blittchen und 
schmolz bei 215—217° (u.) (Engeland: 190—195°). Die 
Lésung des Chloraurates wie auch die des Chlorides entfiirbte 
in der Kalte Kaliumpermanganat in saurer und in sodaalkali- 
scher Lésung. 

11,950 mg Substanz gaben 4,885 mz Au. 

C,H,,NO,AuCl, Ber. Au 40,81°,, 
Gef. ,, 40,88 

Das Chloraurat wurde mit Schwefelwasserstoff ins Chlorid 
verwandelt und die Lésung zur Entfernung der iiberschiissigen 
Salzsiure zur Trockne eingedampft. Das wieder in etwas 
Wasser geléste Chlorid wurde einige Minuten in Wasserstoff- 
atmosphire mit Palladiumtierkohle geschiittelt, dann filtriert 
und mit Kaliumpermanganatlisung gepriift. Es trat nicht die 
geringste Kntfirbung mehr ein; die Hydrierung war also glatt 
und quantitativ verlaufen. Das Chlorid wurde ins Chloraurat 
verwandelt. Dieses krystallisiert in kleinen Blittchen und 
schmilzt bei 183—184° (u.), 

11,190 mg Substanz gaben 4,630 mg Au. 


34,680 mg . »  0,8526 cem N; p: 751 mm; ¢:19°%. 
C,H,,NO,AuCl, Ber. Au 40,65°,, N 2,89°/, 
Gef. ,, 40,66 »» 2,84 


Das Hydrierungsprodukt war zweifellos y-Butyrobetain 
y-Dimethylamino-buttersiure-methylbetain). 

Ks sei hier noch erwahnt, daB die Chloridlésung un- 
mittelbar nach der Hydrierung deutlich nach Trimethylamin 
und sehr stark nach Buttersiure roch. 

Zweifellos hat auch Krimberg®) das Crotonbetain schon 
in der Hand gehabt — allerdings wohl nicht ganz rein — 
und es fiir y-Butyrobetain gehalten. Er erhielt es durch 
Kochen des Carnitins mit Jodwasserstoffsiure und rotem 
Phosphor. Sein Chloraurat hatte den Schmelzp. 201—203°, 
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der ja 7-Butyrobetain von vornherein ausschlob. Da y-Butyro- 
betainchloraurat und das Crotonbetainchloraurat sich nur 
durch zwei Wasserstoffatome unterscheiden, muB bei der Ana- 
lyse natiirlich der gréBte Unterschied im Wasserstoffwert 
legen. Und so war denn auch von Krimbergs Analysen- 
werten der Wasserstoffwert 2,92°/, derjenige, der am schlech- 
testen zu y-Butyrobetainchloraurat pabte; denn dieses verlangt 
3,32°/, H, Crotonbetainchloraurat aber 2,92°/, H. 

Um meine Vermutung zu bestiitigen, wiederholte ich den 
Versuch Krimbergs. Das erhaltene Chlorid gab starke 
Kaliumpermanganatreaktion. Das Chloraurat schmolz bei 
214—216° (u.) (Krimberg: 201—203°). Die Krystalle er- 
scheinen dem unbewaffneten Auge als Niidelchen. 

8,390 mg Substanz gaben 3,430 mg Au. 

C,H,,NO,AuCl, Ber. Au 40,81°/, 
Gef.  ,, 40,88 

Ks war also keine Reduktion eingetreten, sondern nur 
Wasser entzogen. Da dieser Wasserentzug unter Bildung von 
a-3-ungesiittigten Siuren bei vielen /-Oxysiuren schon durch 
einfaches Erhitzen mit Mineralsiiuren eintritt, durfte man ver- 
muten, dab auch das Carnitin durch einfaches Kochen mit 
starker Siiure in Crotonbetain iibergehen kann. 

Ich kochte 3/, g Carnitin (aus Fleischextrakt) mit 100 ccm 
halbkonzentrierter Salzsiure 30 Stunden unter Riickflub, 
dampite dann ein und fillte mit Goldchloridchlorwasserstofi. 
Der Niederschlag lieB sich durch fraktioniertes Krystallisieren 
in zwei Teile teilen: Crotonbetain- und Carnitinchloraurat. 
Fast 50°/, des Carnitins waren in Crotonbetain verwandelt. 
Das Crotonbetainchloraurat schmolz bei 215—217° (uw). Kry- 
stallform vgl. unten. 





12,120 mg Substanz gaben 4,960 mg Au. 


C,H,,NO,AuCl, Ber. Au 40,81°/, 
Gef. ,, 40,92 


Die Kaliumpermanganatreaktion war stark positiv. 

Nach diesem Befunde muf natiirlich auch mit der Moég- 
lichkeit der Entstehung von Crotonbetain wihrend der Auf- 
arbeitung des Fleischextraktes*) gerechnet werden. 
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Auffallig ist die verschiedene Krystallform der Croton- 
betainchloraurate verschiedener Herkunft. Das synthetische 
Produkt®) (Fig. 1) und das aus Fleischextrakt bilden auch 
nach hiéufigem Umkrystallisieren ein feines, hellgelbes Pulver, 
das nur bei starkerer VergréBerung als krystallin zu erkennen 
ist. Kin Praparat, das aus einem Oxydationsversuch mit 
Wasserstoffperoxyd zuriickgewonnen wurde, kam dagegen nach 
dem Umkrystallisieren in grofen, hellgelben Blittchen (Fig. 2), 
ebenso wie das aus Carnitin durch Erhitzen mit konzentrierter 
Schwefelsiure gewonnene, welches auch Engeland in der 
Hand gehabt hat (Fig. 3). Vollig anders sieht auf den ersten 
Blick das Crotonbetainchloraurat aus, das man durch Kochen 
von Carnitin mit Jodwasserstoffsiure und rotem Phosphor 
erhalt (Fig. 4). Krimberg (a. a. 0.) bezeichnete die Krystalle 
als Nidelchen, und makroskopisch betrachtet machen sie auch 
diesen Kindruck. Unter dem Mikroskop sieht man lange, un- 
geradlinig begrenzte Siiulen, die sich zu kammihnlichen oder 
gitterf6rmigen (sebilden ordnen, abnlich wie beim Silber- 
glanz, bei dem man diese Krystallform als ,,gestrickte Form“ 
bezeichnet. 

Den Ubergang von diesen kamm- oder gitterihnlichen 
(zebilden zu den groBen Blattchen, bei denen iibrigens auch 
die ,gestrickte Form“ zu erkennen ist, bilden die Krystalle 
des Crotonbetainchloraurates, das man durch Kochen von 
Carnitin mit Salzsiure erhalt (Fig. 5). Es krystallisiert in 
rautenférmigen, fast rechteckigen Plittchen. Diese haben die 
Neigung, sich in geraden Linien anzuordnen, die fast senk- 
recht zueinander stehen, aber in einer Ebene liegen, so dab 
kammihnliche Gebilde entstehen; doch sind diese viel gréber 
als die aus Carnitin durch Erhitzen mit Jodwasserstoffsiure 
erhaltenen. 

Welches der Grund fir das schlechte Krystallisieren bzw. 
die schlechte Ausbildung der Krystalle des synthetischen 
Crotonbetainchloraurates ist, kann ich nicht mit Sicherheit 
sagen, Vermuten kann man eine geringe, aber fest anhaf- 
tende Verunreinigung durch eine fremde Substanz, die auch 
durch hiiufiges Umkrystallisieren nicht zu beseitigen ist; oder 
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aber man kann daran denken, dab das synthetische Produkt 
ein Gemisch von Stereoisomeren wire. ‘Tatsache ist jeden- 
falls, daB man sowohl durch Einwirkung von Wasserstoff- 
peroxyd als auch durch Tierpassage und Einwirkung von 
Hefe auf das synthetische Produkt ein groBkrystallines Chlor- 
aurat erhilt. 

GroBkrystallin kann man es auch bekommen, wenn man 
synthetisches Crotonbetain mit konzentrierter Schwetelsiure auf 
130° erhitzt (Fig. 6). Das so erhaltene Chloraurat laBt sich 
auch mikroskopisch nicht von dem Praparat unterscheiden, 
das man durch die gleiche Behandlung von Carnitin erzielt 
(Fig. 3). 

Jedenfalls kann man — abgesehen von dem ungereinigten 
synthetischen Produkt — bei der Betrachturg der Chloraurat- 
krystalle, wenn auch nicht volle Ubereinstimmung, so doch 
groBe Ahnlichkeit der einzelnen Praparate feststellen, An der 
Identitit ist daher wohl auch in dieser Beziehung nicht zu 
zweifeln, zumal die feinere Ausbildung der Krystalle ja sehr 
von der Schnelligkeit des Auskrystallisierens abhingt. In den 
chemischen Eigenschaften und in den Schmelzpunkten stimmen 
sie vollig iiberein. Die Mischschmelzpunkte ergeben keine 
Depression. Zum Vergleich habe ich auch das y-Butyrobetain- 
chloraurat (Fig. 7) und das Carnitinchloraurat (Fig. 8) ab- 
gebildet. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin ich 
fir Férderung dieser Untersuchungen zu groBem Danke ver- 
pflichtet. 
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Zur Entstehung des Chlorophylls und seiner Beziehung 
zum Blutfarbstoff. 


I, Mitteilung. 


Von 


Kurt Noack und Wilhelm KieBling. 





(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Erlangen. } 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Februar 1929.) 


Einleitung. 

Uber den Chemismus der Chlorophyllbildung ist noch 
nichts bekannt, was iiber seine Abhingigkeit von ‘iuBeren 
Faktoren hinausgehen wiirde. Von diesen ist der wichtigste 
bekanntlich das Licht, da nur wenige Pflanzen auch im Dunkeln 
zu ergriinen vermégen. AuBerdem bedarf es zur Chlorophyll- 
biidung des Eisens und des Sauerstofis. Da das Ergriinen 
nach Belichtung zuvor verdunkelter Pflanzen oft sehr rasch 
eintritt, so muB8 der LichtprozeB dabei verhiltnismiBig ein- 
facher Art sein, ohne durch vitale Geschehnisse allzusehr kom- 
pliziert zu werden; Liro!) hat in den toten Pilanzen noch 
Ergriinungsfihigkeit festgestellt. 

Diese Vermutung findet auch darin eine Stiitze, daB in 
den Leukoplasten (d. h. den spiiteren Chlorophyllkérnern) im 
Dunkeln aufgezogener Pflanzen in allerdings geringer Menge 
ein griiner Farbstoff vorhanden ist, der wie das Chlorophyll 
rot tluoresciert und seinem spektralen Verhalten nach diesem 
nahesteht. Dieser Farbstoff wurde zuerst von N. Pringsheim?”) 
gesehen und von ibm Etiolin genannt; jedoch ergab sich 
spiter, daB das Etiolin ein Gemisch der auch im Dunkeln 


) Annales Acad. Scient. Fenn. Ser. A, Bd. I, S. 1 (1909). 
*) Monatsber. k. Akad, d. Wiss. Berlin, Oktober (1874). 
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bildungsfahigen Carotinoide mit dem griinen Farbstoff dar- 
stellt. Mit diesem hat sich zuerst Monteverde?) niher be- 
faBt (1894) und ihn Protochlorophyll genannt. Weiterhin 
hat sich Lubimenko an der Bearbeitung des Farbstoffs be- 
teiligt); jedoch kamen beide Forscher tiber eine allgemeine 
Charakterisierung ihrer Rohextrakte, die sich vornehmlich auf 
deren spektrale Eigenschaften bezog, nicht hinaus. Ihre An- 
sichten iiber die Beziehung des Protochlorophylls zum Chloro- 
phyll werden in Zusammenhang mit denjenigen von Liro spater 
zu besprechen sein. 

Seitdem durch Willstatter die Chemie des Chlorophylls 
weitgehend geklart worden ist, wurde das Protochlorophyll noch 
nicht niiher untersucht, weshalb die Aufgabe nahelag, das 
Protochlorophyll unter den Gesichtspunkten der Chlorophyll- 
chemie zu bearbeiten und seine Beziehungen zum Chlorophy!! 
klarzulegen. 

Beide Aufgaben sind bis zu einem Grade gelést, der die 
Richtlinien fiir die im Gang befindliche eindringlichere Forschung 
klar ergibt, weshalb die bisherigen Erfahrungen, zumal sie iiber 
die Chlorophyllchemie hinausgehen, mitgeteilt sein mégen. 

Zusammenfassend ergab sich, daB das Protochlorophyll 
dem Chlorophyll sehr nahe steht, sowohl die typischen Kster- 
gruppen als auch Magnesium enthilt und daB das Chlorophy!! 
ein Oxydationsprodukt des Protochlorophylls ist, da sich Chloro- 
phyll in Protochlorophyllderivate durch Reduktion iiberfiihren 
laBt, die ihrerseits nach Aufspaltung den spektralen T'ypus der 
Blutfarbstoffporphyrine aufweisen. Weiterhin wurde eine enge 
Beziehung des magnesiumfreien Protochlorophylls zu einem 
Gallenfarbstot!, dem Phylloerythrin( = Bilipurpurin), festgestellt. 

Siimtliche bis jetzt untersuchten magnesiumfreien Derivate 
des Protochlorophylls und damit auch das Phylloerythrin und 
seine Abkiémmlinge besitzen, von einer schwer sichtbaren Bande 
im Violett abgesehen, im sichtbaren Licht vier Absorptions- 
streifen und lassen sich hinsichtlich ihres spektralen Verhaltens 


') Acta Horti Petropolitani, Bd. 13, II, S. 201 (1894). 
*) Biol. Ztribl. Bd. 31, S. 499 (1911) u. Bull. Acad. d. Sciences 
St. Petersbourg, Ser. VI, S. 609 (1912). 
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in zwei Gruppen ordnen gemiB der Intensititsreihenfolge III, 
If, LV, Iund LV, LI, U, I, wobei das magnesiumfreie Protochloro- 
phyllderivat, das als Protophiophytin zu bezeichnen ist, und 
das Phylloerythrin zur ersten Gruppe gehdren. 


|. Untersuchung des Protochlorophylls. 


Protochlorophyll kann mittels organischer Lisungsmittel 
aus verdunkelt aufgezogenen (etiolierten) Blittern gewonnen 
werden, die sich jedoch infolge ihres geringen Farbstofigehalts 
zunachst nicht zur praparativen Darstellung eigneten. Ein 
gliicklicher Umstand war daher in einer Feststellung von 
Monteverde und Lubimenko gegeben, wonach die innerhalb 
der derben Samenschale befindlichen Hiiute von Luffa, Kiirbis 
u. a. Cucurbitaceen ihre griine Farbe dem Protochlorophyll ver- 
danken. Nachdem in Ubereinstimmung mit den Genannten 
spektrale Gleichheit zwischen dem Protochlorophyll aus etio- 
lierten Blattern und dem aus Cucurbitaceensamen festgestellt 
war und auch Ubereinstimmung in der Basizitit gefunden 
wurde, konnten die Samenhiute des Speisekiirbis als Ausgangs- 
material verwandt werden, die aus den angekeimten Samen 
zundchst freiprapariert wurden. !) 

Die getrockneten Hiute wurden in Chargen von 250 g 
fein vermahlen und durch Vorextrahieren mit leicht siedendem 
Petrolither von einem Teil der fettigen Begleitstoffe befreit, 
worauf der Farbstoff mit 80°/,igem Aceton herausgeliést und 
in leicht siedenden Petrolither iiberfiihrt wurde. Beim Weg- 
waschen des Acetons in vorsichtiger Abstufung tiel der Farb- 
stoff in Flocken aus, wurde auf Talk abfiltriert, in Ather ge- 
lést und mit Petrolither wieder ausgefillt. Die Umfillung 
wurde oft wiederholt, wobei sich eine dunkelgriine, wie das 
Chlorophyll nicht krystallisierende, pulverige Substanz ergab, 
die jedoch, wie der Ausfall von Mikroanalysen zeigte, noch 
keine Reinsubstanz darstellte. Die schwierige, vollige Reinigung 
ist noch nicht gelungen. Immerhin ist der Schmelzpunkt von 





) Fir die Erledigung dieser Arbeit durch Patienten der Erlanger 
Psychiatrischen Klinik sagen wir deren Vorstand, Herrn Geh. Rat Prot. 
Dr. Specht auch an dieser Stelle den besten Dank. 
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anfanglich 80° auf 129° gestiegen, was dem Schmelzpunkt der 
Chlorophyllkomponenten a und b entsprechen wiirde. 

In der vorliegenden Form stimmt die Substanz in ihren 
Léslichkeitsverhaltnissen mit dem Chlorophyll iiberein, zeigt 
die von Monteverde und Lubimenko angegebenen spektralen 
Kigenschaften und erwies sich fiir die folgenden Untersuchungen 
brauchbar. Das mit dem Zeissschen Gitterspektroskop unter- 
suchte Absorptionsspektrum einer iitherischen Lésung ergal) 
folgende Absorptionsbanden: 

I. 629—620, II. 607--596, III. 576—560, IV. 537—523. 

Reihenfolge der Intensitit: I, III, IV, II. 

In schwachen Lésungen konnte noch ein Band zwischen 
430—416 uu beobachtet werden, das hier jedoch ohne Belang 
ist. Band II scheint von Monteverde und Lubimenko nicht 
gesehen worden zu sein. In itherischer Lésung schmal und 
schart begrenzt, stellt es in Chloroform-Pyridinlésung einen 
breiteren, verwaschenen Schatten dar. Der Hauptunterschied 
gegeniiber dem Chlorophyll liegt demnach in der Verschmalerung 
der Rotabsorption und ihrer Verschiebung nach Violett wie 
auch in der Verstirkung der Banden im Griin. Das Emissions- 
spektrum der Rottluorescenz ist gegeniiber dem des Chloro- 
phylls nach Violett verschoben. Bei einer vergleichenden 
Messung in Ather wurden folgende Werte erhalten: 

Fluorescenz des Chlorophylls. . . 685—628 
‘ » Protochlorophylls 657—619. 

Die Farbe der Lésungen ist bei schwacher Konzentration 
griin mit rotem Stich, um bei verhiltnismibig geringer Konzen- 
trationserhéhung in braunstichiges Rot tiberzugehen. 

Die Basizitit des Farbstoffs ist bedeutend starker als die 
des Chlorophylls; wihrend eine iitherische Chlorophylllésung 
22°/ ige Salzsiure noch nicht anfarbt, wird Protochlorophy!l 
aus Ather schon von 12°/,iger Salzsiure zu einem kleinen Te'l 
aufgenommen; 10°/,ige Saéure wird noch nicht angefirbt. 

Die Empfindlichkeit des Protochlorophylls gegen Saure 
ist noch starker als die des Chlorophylls. 

Weder spektroskopisch noch auf anderem Wege konnte 
ein Anhaltspunkt dafiir gefunden werden, daB sich der Farb- 
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stoff nach Art des Chlorophylls aus zwei Komponenten, ent- 
sprechend Chlorophyll a und b, zusammensetzt. Ebensowenig 
scheint er allomerisationsfahig zu sein. Fiir diese Fest- 
stellungen sprechen auch die spiter zu behandelnden Erfah- 
rungen bei der Reduktion des Chlorophylls zu einem Proto- 
chlorophyllderivat. 

Die weitere Untersuchung bezog sich zunichst auf die 
Frage, ob Protochlorophyll wie das Chlorophyll Magnesium 
enthalt. 


a) Der Nachweis des Magnesiumgehalts beim 
Protochlorophyll. 


Schon Monteverde und Lubimenko erhielten nach Be- 
handlung ihrer Protochlorophyllextrakte mit verdiinnter Siure 
einen zweiten Farbstoff, den sie Protochlorophyllan nannten und 
den Lubimenko als Oxydationsprodukt des Protochlorophylls 
ansprach; das Absorptionsspektrum dieses Farbstoffs ist von dem 
des Protochlorophylls wesentlich verschieden. In Anbetracht 
des Umstands, da aus Chlorophyll mit verdiinnter Siure 
Magnesium unter Umwandlung des Farbstofis in Phiophytin 
abgespalten werden kann, lag es nahe, in der Siurewirkung auf 
Protochlorophyll ebenfalls eine Magnesiumabspaltung zu erblicken. 
Diese Vermutung lieB sich auf doppeltem Wege bestiitigen, so 
daB die nach Séurebehandlung sich ergebende Substanz im 
folgenden Protophiophytin genannt werden soll, eine Bezeich- 
nung, deren Berechtigung sich weiterhin noch niher ergeben wird. 

Der unmittelbare Magnesiumnachweis im Protochlorophyll 
gelang mit Tetraoxyanthrachinon nach Hahn’): Wird eine 
itherische Protochlorophyllésung mit verdinnter Salzsiiure ge- 
schiittelt, so treten nach Alkalisierung und Zusatz des Reagens 
in der wiBrigen Schicht rein blaue Flocken auf. 

Kin zweiter Beweis lieB sich dadurch erbringen, daB es 
gelang, in das Protophiophytin mittels der Grignardreaktion 
wieder Magnesium einzufiihren und damit zu einem griinen 
Farbstoff zu kommen, der mit dem Protochlorophyll spektral 
Vollig identisch war: 





') Hahn, Wolf u. Jiiger, Chem. Ber. Bd. 57, S 1394 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXII. 2 ’ 
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Protophiophytin, das aus iitherischer Lésung mittels 
Petroliither ausgefillt worden war, wurde nach Trocknung 
durch halbstiindiges Kochen in trocknem Ather gelést und 
pach Filtration mit Methylmagnesiumjodid 1:1 tropfenweise 
bei Zimmertemperatur versetzt. Die zunichst entstehende, 
griine Ausfillung, die sich ohne Gasentwicklung vollzog, stellte 
nur eine Anlagerungsverbindung dar, da sich in iitherischer 
Lésung durch Schiitteln mit primirem Natriumphosphat das 
Protophiiophytin daraus regenerieren lieB, Bei weiterem Zu- 
satz von Reagens wurde die Fiillung olivstichig unter Gas- 
entwicklung und erwies sich nach kurzem kriftigen Schiitteln 
mit 10°/,iger wiBriger Lésung von saurem Natriumphosphat 
als Protochlorophyll, insofern Farbe und Absorptionseigen- 
schaften véllig mit diesem iibereinstimmten, wobei auch die 
den Biindern vorgelagerten Absorptionsschatten dieselben waren; 
ebenso stimmte das Grignardprodukt in seiner Basizitiit gegen- 
iiber Salzsiure mit Protochlorophyll iiberein. 


b) Verhalten des Protochlorophylls gegen 
Chlorophyllase. 
Kin auf seine Wirksamkeit gepriiftes Chlorophyllase- 
priparat hatte weder auf Protochlorophyll aus Kirbissamen- 
hiuten, noch auf solches aus etiolierten Haferblittern einen 


EinfluB. 


II. Das Protophadophytin und seine Verwandtschaft 
mit dem Phylloerythrin. 


A. Allgemeines und Darstellung des Phylloerythrins. 


Wie schon erwihnt, wurde Protophiophytin aus an- 
gesiiuerter iitherischer Protochlorophyllésung durch Ausfillen 
mit Petrolather gewonnen und stellt eine dunkelgriine, nicht 
krystallisierende Substanz dar, die sich in Ather mit pracht- 
voll roter Farbe und zwar schwerer als Protochlorophyll lést. 
In Chloroform, das aus spiiter ersichtlichen Griinden mit etwas 
Pyridin versetzt war, ergab sich folgendes Absorptionsspektrum: 

I. 648—638, II. 606—586, III. 576—563, IV. 537—520. 

Reihenfolge der Intensitiét: III, II, IV, I. 
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Auch diese Substanz konnte trotz aller Akstrengungen 
noch nicht in analysenreinem Zustand gewonnen werden, da 
sie mit Begleitstoffen vermengt ist, die sich gegeniiber Lésungs- 
mitteln wie der Farbstoff selbst verhalten. Trotzdem war sie 
auf verschiedene Weise einer weiteren Bearbeitung zugiinglich. 

Thr hervorragender Farbcharakter lieb vermuten, dab 
mindestens ihr Typus schon anderen Untersuchern vorgelegen 
hat. Ks ergab sich nun auch, daB der Farbstoff seinem spek- 
tralen Verbalten nach die gréBte Abnlichkeit mit einem Farb- 
stoff zeigt, der in der Galle und in den Fiices griingefiitterter 
Tiere nachweisbar ist und von Marchlewski!) Phyllo- 
erythrin genannt wurde. Denselben Farbstoff haben Lébisch 
und Fischler?) als Bilipurpurin beschrieben und aus Rinder- 
galle in kleinen Mengen hergestellt. Eingehender hat sich an 
Hand des Priiparates der beiden Genannten H. Fischer®) mit 
der Substanz beschiiftigt, ohne jedoch infolge Materialmangels 
zu einem biindigen Ergebnis gekommen zu sein. Am wahr- 
scheinlichsten erscheint ihm die Formel C,,H,,N,O,, jedoch abt 
er die Méglichkeit C,,H,,N,O, offen und bemerkt, daB der Farb- 
stoff weder einen Kster noch eine freie Carbonsiure darstellt. 

Aus dem oben genannten Grund wurde der Farbstoff, fiir den 
infolge seiner Abstammung vom Chlorophyll am besten der Name 
Phylloerythrin beibehalten wird und den Marchlewski‘) 
als eine der ,,schénsten Substanzen der organischen Chemie“ 
bezeichnet hat, in gréBeren Mengen aus Rindergalle in schén 
krystallisierter Form hergestellt. Hierbei wurde das Verfahren 
von Lébisch und Fischler, das sich als nicht rationell 
erwies und u.a. groBe Mengen Ather erfordert, verlassen und 
durch eine andere Methode ersetzt. Fiir diese war maBgebend, 
daB sich Phylloerythrin, das in Chloroform schwer ldslich ist, 
in diesem auf Zusatz von etwas Pyridin verhiltnismiBig leicht 
list. Im ganzen wird am besten folgendermaBen verfahren: 

1) Anz. Akad. d. Wiss., Krakau f. d. Jahr 1903, 1904, S. 638. 

*) Sitz.-Ber. k. Akad. d. Wiss. Wien, Bd. 112, ilb, S. 159. 1903. 

3) Diese Zs. Bd. 96, 1915/16, S. 292, mit H. Hilmer, ebenda 143, 
S. 1 (1925). 


*) Marchlewski, Die Chemie der Chlorophylle, Braunschweig 
1909, S. 133. 





* 
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Rindergalle wird in Chargen von 5 Litern auf dem Wasser- 
bad auf etwa %/, Liter eingedampft. Der breiige Riickstand 
kommt in einen Scheidetrichter von 5 Litern Inhalt, wozu noch 
die in den Abdampfschalen verbliebenen Gallenreste durch 
Nachspiilen mit 3/,—1/, Liter Wasser hinzugefiigt werden. 
Nach Ansiuern mit 3—4 ccm konzentrierter Salzsiure werden 
etwa 3 Liter Chloroform und 200 ccm Pyridin zugegeben. 
Nach kriiftigem Schiitteln wird die den Farbstoff enthaltende 
Chloroformschicht von unléslichen Verunreinigungen abfiltriert 
und durch Destillation auf dem Wasserbad eingeengt. Das 
abdestillierte Chloroform kann fir weitere Chargen benutzt 
werden. Wegen der Gefahr des Siedeverzugs in der sich all- 
mithlich eindickenden Lésung ist Verwendung eines Riihrers 
mit (JuecksilberverschluB nétig. Die Entfernung des Chloro- 
forms und besonders des Pyridins wird durch Vakuumdestillation 
auf dem Wasserbad vervollstiindigt. Wenn der Extrakt zih- 
fliissig geworden ist, wird '/, Liter Alkohol zugegeben und 
erwirmt, bis alles gelést ist. Beim Stehenlassen wahrend einiger 
Tage bei Zimmertemperatur krystallisiert der Farbstoff in 
priichtigen blauvioletten Rhomben aus. Diese werden abfiltriert 
und je nach der wechselnden Zusammensetzung der Galle mit 
Ather, Benzol, Chloroform usw. ausgewaschen. Das so erhaltene 
Produkt ist beinahe analysenrein und kann durch Umkrystalli- 
sieren aus Chloroform leicht voéllig gereinigt werden. 

Die Ausbeute war erwartungsgem&B stark von den jahres- 
zeitlichen Schwankungen der Griinfiitterung abhingig. Wahrend 
die beste Ausbeute im Sommer und Friihherbst mit 0,15 g 
pro 5 Liter frischer Galle erhalten wurde, sank diese weiter- 
hin bis auf 0,01 g im Winter, um im Spatfriihjahr wieder 
anzusteigen. Bis jetzt wurden etwa 500 Liter Rindergalle aus 
den Schlachthiusern von Niirnberg und Erlangen verarbeitet. 

Das Phylloerythrin ist in der Galle mindestens zum groBen 
Teil als Leukobase vorhanden, wie folgender Versuch zeigt: In 
frischer Rindergalle war im Sommer nach Filtrieren das rote 
Absorptionsband des Phylloerythrins bei 30 mm Schichtdicke 
in der Stiirke sichtbar, wie es nach 14stiindigem Luftdurch- 
leiten schon bei 7 mm auftrat, wiihrend eine unter Luftabschlub 
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aufbewahrte Portion nach dieser Zeit das Rotband ebenfalls 
erst bei 30 mm Schichtdicke in dieser Starke zeigte. Es ist 
nicht ausgeschlossen, daB im lebenden Tierkérper der gesamte 
Phylloerythrinbestand als Leukoverbindung vorliegt, da dem 
Farbstoff im Zusammenhang mit seiner Fluorescenz dieselben 
photodynamischen Kigenschaften wie anderen fluorescierenden 
Farbstoffen, besonders gerade solchen aus der Porphyringruppe, 
zukommen kénnen. H. Fischer’) weist auf das biologische 
Interesse seiner erst kiirzlich synthetisierten Leukoverbindung 
des Octa-athyl-porphins wie auch anderer Porphyrinogene hin, 
da diese im Gegensatz zu den zugehdérigen Farbstotien keine 
Giftigkeit im Licht aufweisen. 

Eine von Herrn F. Pregl-Graz ausgefiihrte Mikroanalyse 
ergab nichts Neues gegeniiber den von H. Fischer mitgeteilten 
Daten. 

ErwartungsgemaB zeigte das Absorptionsspektrum einer 
Phvlloerythrinlésung in Chloroform mit etwas Pyridinzusatz 
‘awecks Erhéhung der Léslichkeit) die gré8te Abnlichkeit mit 
dem des Protophaophytins in demselben Lésungsmitte]. Die 
relative Intensitit der einzelnen Banden ist vdllig dieselbe: 
es besteht lediglich der Unterschied, daB die einzelnen Banden 
des Phylloerythrins im Vergleich zum Protophaophytin um 


5U—70A gegen das violette Ende verschoben sind, wie tolgender 
Vergleich der beiden Absorptionsspektra zeigt: 
Phylloerythrin: I. 643—635, II. 600—578, III. 570—557, IV. 532—515 


Protophiophytin: I. 648—638, II. 606—5s6, IIT. 576—563, 1V. 537—520 
Reihenfolge der Intensitét: III, II, IV, L. 

Die geringen Unterschiede diirften auf der beim Proto- 
phiophytin vorauszusetzenden Gegenwart von Phytol und der 
spiter zu beschreibenden Anhydrisierung beim Phylloerythrin 
beruhen. 


B. Einfiihrung von Magnesium und anderen Metalle: 
in Phylloerythrin. 


a) Um eine Beziehung zum Protochlorophyll, der magnesium- 
haltigen Chlorophyllvorstufe, herzustellen, wurde versucht, mitte!s 





1!) H. Fischer und R. Baiumler, Liebigs. Ann. d. Chem. Bd. 44s, 
S. 58. (1929). 
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der Grignardreaktion in das Phylloerythrin Magnesium ein- 
zufiihren, was nach Uberwindung vieler Schwierigkeiten am 
besten mit p-Jod-dimethyl-anilin-magnesium gelungen ist. 

Kine Suspension von 5 mg Phylloerythrin in absolutem 
Ather wurde mit einigen ccm des Grignardreagens, also mit 
starkem UberschuB, eine 1/, Stunde gekocht. Hierbei bildete 
sich unter Gasentwicklung ein sich allmihlich braungriin 
fiirbender Niederschlag. Nach Zersetzung der Anlagerungs- 
verbindung mit 10°/,iger wabriger Loésung von primirem 
Natriumphosphat ergab sich eine in Ather fast unldsliche 
Substanz, die dasselbe Absorptionsspektrum wie das Proto- 
chlorophyll zeigte, jedoch so, daB sich dieselben spektralen 
Unterschiede wie zwischen Protophiophytin und Phylloerythrin 
feststellen lieBen, indem auch beim Grignardprodukt alle 
Banden um etwa 50—70 A im Vergleich zu denen des Proto- 
chlorophylls nach Violett verschoben waren. Auch _hierfiir 
diirfte wie bei dem entsprechenden magnesiumfreien Stoffpaar 
die Abwesenheit des Phytols im Phylloerythrin und dessen 
Anhydrisierung (s. u.) maBgebend sein. Priparativ wurde die 
Substanz nicht hergestellt, da die Grignardreaktion allerhand 
Zufilligkeiten unterworfen war und statt der gewiinschten 
Substanz oft andere Farbstofie mit sehr charakteristischen Ab- 
sorptionsbanden auftraten, die jedoch als fiir die vorliegende 
Frage belanglos, zunichst nicht weiter verfolgt werden. In 
einem von vielen Versuchen ist es auch mittels Methyl-Magne- 
sium-jodid gelungen, das dem Protochlorophyll im_ obigen 
Sinn entsprechende Grignardprodukt aus Phylloerythrin zu 
erhalten. 

Somit ist auch durch den Ausfall der Grignardreaktion 
der enge Zusammenhang zwischen dem Phylloerythrin aus 
Rindergalle und dem Protophiopbytin aus pflanzlichem Proto- 
chlorophyll bewiesen. 

b) Ebenso zeigen Phylloerythrin und Protophiophytin in 
ihren komplexen Kupfer- und Zinkverbindungen, die sicli 
durch Kochen der Farbstoffe mit Kupfer- oder Zinkacetat in 
Pyridin erhalten lassen, spektrale Ubereinstimmung im obigen 
Sinn, d.h. die Absorptionsbanden der Phylloerythrin-Metall- 
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verbindungen sind ebenfalls um 50—70 A nach Violett ver- 
schoben. Zum Beispiel liegt das Hauptband der Kupfer- 
verbindung des Protophiophytins bei 609—599 uu, das der 
entsprechenden Phylloerythrinverbindung bei 602 —591 my, 
wihrend sonst keine Verschiedenheiten bestehen. 

Zwischen diesen Metallverbindungen und den entsprechenden 
von Willstatter hergestellten Derivaten des Chlorophylls be- 
steht die Ubereinstimmung, daB die Kupferverbindungen auch 
in organischen' Lésungsmitteln nicht fluorescieren, wihrend die 
Zinkverbindungen darin starke Rotfluorescenz aufweisen. 


C. Die Aufspaltung des Phylloerythrins. 

Zur weiteren Klirung des Zusammenhangs zwischen Phyllo- 
erythrin und Protophiophytin wurde nun die konstitutionelle 
Aufhellung des noch wenig untersuchten Phylloerythrins in 
Angriff genommen. Wie erwihnt, hat schon H. Fischer fest- 
cestellt, daB dieses weder einen Ester noch eine freie Carbon- 
siiure sein kann. Trotzdem ist auf Grund des hohen Sauerstoff- 
gehalts das Vorhandensein von Carboxylgruppen in irgendeiner 
Form anzunehmen, eine Frage, der unter dem Gesichtspunkt 
der Aufspaltung einer Anhydroverbindung nachgegangen wurde. 

Versuche mit hochprozentiger methylalkoholischer Kalilauge, 
wie sie Willstatter zur Chlorophyllverseifung angewandt hat, 
miBlangen. Es entstand in der Hauptsache ein brauner Korper 
ohne Absorptionsspektrum. In kleinen, nicht faBbaren Mengen 
entstand jedoch daneben eine Substanz mit einem stirksten 
Absorptionsband bei 508 wu, die sich weiterhin als die gesuchte 
erwies und auf die nachher zu besprechende Weise in besserer 
Ausbeute erhalten wurde. 

Zunichst wurde aber eine Aufspaltung mit 27°/,iger methylalko- 
holischer Salzsiiure versucht. Jedoch wurde weder durch stundenlanges 
Kochen noch durch Stehenlassen in Gegenwart dieser Siiure eine Anderung 
der spektralen Eigenschaften erzielt. Immerhin mu8 eine Veriinderung 
des Farbstoffs eingetreten sein, da er nach dieser Behandlung in allen 
in Frage kommenden Lésungsmitteln leichter léslich als die Ausgangs- 
substanz ist, ohne jedoch, so wenig wie diese, alkalilislich zu werden. 
Besonders charakteristisch ist die Leichtléslichkeit des neuen Kérpers in 
Benzol, in dem das natiirliche Phylloerythrin unléslich ist. Bei Behandlung 
des neuen K6rpers mit methylalkoholischer Kalilauge entstand derselbe 
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braune Farbstoff, wie aus dem natiirlichen Phylloerythrin. Vermutlich 
handelt es sich um eine besondere Form der Umlactamisierung oder 
Umluactonisierung, wie sie spiiter auch in andervr Weise wahrscheinlich 
gemacht werden konnte. Schwache methylalkoholische Salzsiiure, wie 
sie Willstitter zur Phiiophytinverseifung anwenden konnte, lieB das 
Phylloerythrin unveriindert im Gegensatz zum Protophiophytin, wie 
spiter auszufihren ist. 

Kbensowenig gelang es, eine etwa als Zwischenstufe bei diesen 
Behandlungsweisen auftretende Carbonsiure nach Verdiinnen durch Zu- 
satz von Bariumchlorid, Calciumchlorid, Kupferacetat usw. abzufangen, 
d. h. durch Metalle, mit denen die Porphyrincarbonsiuren gewohnlich 
ausgefillt werden kénnen. 

Nach vielen Versuchen wurde nun festgestellt, daB Phyllo- 
erythrin durch ganz geringe Alkalimengen mit einigermaBen 
brauchbarer Ausbeute zu einem alkaliléslichen Korper auf- 
gespalten werden kann. Als bis jetzt giinstigstes Verfahren 
ergab sich folgendes: 

5 mg Phylloerythrin werden in 50 ccm iso-Propylalkohol 
aufgeschlimmt, in dem die Substanz nur wenig léslich ist, und 
mit 0,025 ccm 10°/,iger wiBriger Kalilauge versetzt, worauf 
das Gemisch 4—6 Stunden im Thermostaten bei 25° geschiittelt 
wird. Zur entstandenen Lisung werden 50 ccm Chloroform 
gegeben und daraus nach Ansiuern der Propylalkohol und 
Alkalisalz mit Wasser ausgewaschen. Hierauf wird das Spaltungs- 
produkt mit 2°/,iger wiiBriger Lisung von sekundarem Natrium- 
phosphat, von dem es leicht mit kirschroter Farbe aufgenommen 
wird, ausgezogen. Nach schwachem Ansiuern wird hierauf 
die dadurch blauviolett gewordene Lésung durch Cellafilter 
abfiltriert, wodurch schwicher basische Verunreinigungen ab- 
getrennt werden, und das Filtrat mit Ammoniak annihernd 
neutralisiert. Hierbei fallt das Spaltungsprodukt in schénen 
roten Flocken aus, die aus Chloroform-Pyridinlésung mit 
Petrolather umgefallt und zur Kristallisation gebracht werden. 
Die Krystalle sind der Form nach denen des Phylloerythrins 
fihnlich und wie diese in der Aufsicht violett, in Durchsicht 
rotbraun. Die Ausbeute betrigt etwa 10°/, der Ausgangs- 
substanz. 

Der Riickstand von der Phylloerythrinaufspaltung stellt seinen 
spektralen Eigenschaften nach Phylloerythrin dar und ist wie 





den 


des 








Zur Entstehung des Chlorophylls und seiner Beziehung usw. 25 


dieses alkaliunléslich, jedoch auch unléslich in Propylalkohol, 
in dem Phylloerythrin etwas in Lésung geht; auch ist er 


_ weniger alkaliempfindlich als das urspriingliche Phylloerythrin. 


Das umgesetzte Phylloerythrin kann wie das urspriingliche in 
zweiter Charge mit verdiinntem Alkali bei Pyridingegenwart 
zur Carbonsiure aufgespalten werden, wobei das Pyridin ent- 
weder als Katalysator oder als Lésungsmittel wirkt, da, wie 
sesagt, die umgesetzte, jedoch nicht aufgespaltene Substanz in 
Propylalkohol unléslich ist. 

Wird das Schiittelverfahren mit Alkali iiber 6 Stunden 
ausgedehnt, so entsteht der obenerwiihnte braune Korper, der 
kein Absorptionsspektrum im sichtbaren Gebiet aufweist. 

Beim Arbeiten in Stickstoffatmosphire wurden die gleichen 
Ergebnisse erzielt. 

KigenschaftenderfreienCarbonsaure. Der Koérper be- 
sitzt geringeres Krystallisationsvermégen als Phylloerythrin und 
ist in organischen Lésungsmitteln im allgemeinen leichter 
léslich als dieses. Er besitzt eine sehr starke Basizitit, die 


allerdings wegen seiner Schwerléslichkeit in Ather nicht leicht 


festzustellen ist; in festem Zustand lést er sich in '/,°/,iger 
wiBriger Salzsiure. In waBriger Loésung von sekundiirem 
Natriumphosphat ist er auch in krystallisiertem Zustand leicht 
lislich. Sein Absorptionsspektrum in Chloroformlésung mit 
Pyridinzusatz ist folgendes: 

(III)') I. 6832—624, II. 585—569, IL. 550—533, IV. 517—590. 

Reihenfolge der Intensitit: IV, III, I, I. 

Das Absorptionsspektrum ist demnach grundsitzlich mit 
denen der Blutporphyrine identisch und gleicht in manchem dem 
des Protoporphyrins. Fiir dieses geben H. Fischer und 


| Pitzer?) folgendes Spektrum in Chloroformlésung an: 


I. 635,8—627,4, II. 606,3--599,3, III. 589,8...579,0—571,7, 
IV. 548,1—535,1, V. 516,5—499,0. 
Reihenfolge der Intensitiéit V, IV, I, III, II. 


1) Die fetten rémischen Ziffern beziehen sich auf die Spektraltabelle, 
5.47. Simtliche Messungen wurden im Zeissschen Gitterspektroskop 


| it Vergleichsprisma vorgenommen. 


*) H. Fischer und B. Piitzer, Diese Zs. Bd. 154, S. 39 (1926). 
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Der Liebenswiirdigkeit des Herrn H. Fischer verdankt der 
Verfasser ein Protoporphyrinpriiparat, das in Chloroform- 
Pyridinlésung mit einer ebensolchen Lésung der Carbonsiure 
aus Phylloerythrin mittels Ubereinanderprojizierens spektral 
verglichen wurde. Es ergab sich véllige Ubereinstimmung der 
drei letzten Banden, wiihrend entsprechend der obigen Angabe 
H. Fischers das erste Rotband des Protoporphyrins deutlich 
stiirker war, wie auch das schwache zweite Band dieser Sub- 
stanz bei der freien Carbonsiiure aus Phylloerythrin nicht fest- 
gestellt werden konnte. Auffallend gut stimmt scheinbar das 
Absorptionsspektrum der freien Carbonsiure mit einem von 
Bois') mitgeteilten Spektrogramm des Protoporphyrins in 
Pyridin iiberein, indem hier, abgesehen von der sonstigen 
Ubereinstimmung, das erste Rotband geringere Intensitiit als 
die drei Griinbanden aufweist. Jedoch kann es sich hierbei 
um einen Mangel der Spektralaufnahme infolge zu geringer 
Rotempfindlichkeit der allerdings als panchromatischangegebenen 
Platte handeln. Immerhin sei bemerkt, dab beim Erhitzen 
des Phylloerythrins im Autoklaven auch in Gegenwart in- 
diflerenter Lésungsmittel beliebige Intensititsverschiebungen, 
cerade auch beim ersten Band, erhalten werden kénnen. 

Vielleicht kann mittels Eiseneinfiihrung in das Molekiil 
eine weitere Beziehung zu den Blutporphyrinen gefunden 
werden, was demniichst versucht werden soll. Auch H. Fischer- 
betrachtet es in hohem Maf als wahrscheinlich, daB das 
Phylloerythrin ein Porphyrin ist und betont die Wichtigkeit 
dieser Substanz fiir die Chlorophyllchemie als_ biologisches 
vine brutalen Chlorophyllabbau entstandenes Chlorophy!l- 
porphyrin. 

Die Leichtigkeit, mit der Phylloerythrin durch gauz 
schwaches Alkali aufgespalten wird, zeigt, daB der Farbstul 
in Ubereinstimmung mit den friiheren Angaben von H. Fischer 
kein Ester ist. Vermutlich handelt es sich beim Phylloerythrin 


1) E. Bois, Recherches spectrochimiques sur quelques porphyrin’: 
animales. Fribourg (Suisse) 1927. Fig. 20 
*) H. Fischer und Hilmer, Diese Zs. Bd. 143, 8. 1 (1925). 
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um eine Lacton- oder Lactamverbindung, wie auch H. Fischer!) 
diese Méglichkeit bei den sauren Porphyrinen ins Auge faBt, 
oder um eine Anhydrisierung zwischen zwei Carboxylgruppen. 
Hierfiir sprechen auch noch andere, spiiter zu erwihnende 
Befunde. 

Die freie Carbonsiure des Phylloerythrins ist auffallend 
labil. Beim Stehen in schwach alkalischen, sauren oder in- 
differenten Lésungsmitteln entsteht daraus ein in Lésung 
griinstichig-roter Farbstoff. Sehr oft, wenn auch nicht regel- 
miBig, ist die Umsetzung beim Uberfiihren der freien Carbon- 
siiure aus alkalischer Lésung in Chloroform mittels Ansiuern 
hbeobachtet worden. Der Farbstoff krystallisiert in Prismen, 
die in mikroskopischer Durchsicht olivgriin erscheinen. Seine 
Aciditiit ist geringer als die der erstgenannten Carbonsiure, 
da er sich nicht in 5°/,ige sekundire Natriumphosphatlésung, 
wohl aber in 10°/,ige Sodalésung aus Chloroform iiberfiihren 
liBt. Seine Basizitat ist ebenfalls geringer, da zu seiner Lésung 
viel stirkere Salzsiure noétig ist als bei der Stammsubstanz, 
worin eine Trennungsmethode der beiden Substanzen gegeben ist. 

Das Absorptionsspektrum in Chloroform-Pyridin ist folgendes: 

(II) I. 632—626, II. 597—585, III. 556—542, IV. 514—501. 

Reihenfolge der Intensitit: II, IH, IV, I. 

Nach Lage der Banden und besonders deren Iutensitats- 
verteilung nahert sich das Spektrum also wieder dem des 
Phylloerythrins (vgl. Spektrum Ia in der Tabelle, S. 47). 
Hieraus ist der SchluB zu ziehen, daB die spektrale Anderung 
bei der Aufspaltung des Phylloerythrins zur phosphatléslichen 
Carbonsiure (Spektrum III) auf eine zugleich eintretende Um- 
wandlung zuriickzufiihren ist und da die phosphatlésliche 
Carbonsdure wieder zu einer Substanz vom spektralen T'ypus 
des Phylloerythrins riickverwandelt werden kann. 

Hierfiir spricht auch, daB die phosphatunlésliche, nur in 
Sodalésung gehende Carbonsiure (Spektrum II) unter noch 
ulcht niher kontrollierbaren Umstainden unmittelbar bei der 


') H. Fischer, Treibsund Heilberger, Liebig, Ann. der Chem. 
Bd. 466, S. 243 (1928). 
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Phylloerythrinaufspaltung erhalten wird. Es besteht die Még- 
lichkeit, daB die Verminderung der Aciditit bei der riick- 
verwandelten Verbindung die Folge einer nicht siimtliche 
Carboxylgruppen umfassenden Lactonisierung oder Latamisierung 
darstellt, zumal, da das Spektrum, abgesehen von der anderen 
Intensitiatsverteilung in der Lage der Banden mit dem der 
phosphatléslichen Carbonsiure ziemlich tibereinstimmt. 

Vermutlich stellen die als Umwandlung bezeichneten Vor- 
ginge Isomerisationen dar, woriiber jedoch ohne die noch aus- 
stehenden analytischen Befunde nichts ausgesagt werden kann. 

Durch Kochen mit methylalkoholischer Salzsiure wird aus 
der riickverwandelten, phosphatunléslichen Carbonsiure ein 
oftenbar als Anhydroverbindung anzusprechender K6rper erhalten, 
der in Chloroform mit Pyridinzusatz folgendes Spektrum zeigt: 

(IIIb) I. 688—630, II. 588—573, III. 552-544, IV. 523—506. 

Reihenfolge der Intensitit: IV, III, I, I. 

Die Substanz ist alkaliunléslich, kann aber ebenfalls keinen 
Ester darstellen, da sie, wie spiter gezeigt wird, auch aus 
Protophiophytin bei Behandlung mit methylalkoholischer oder 
wiBriger Kalilauge entsteht. 

Was die phosphatlésliche Carbonsiure betrifit, so konnte 
aus dieser mittels Dimethylsulfat in Sodalésung der Methyl- 
ester erhalten werden, der in der Farbe der zugehérigen freien 
Siiure gleicht und mit dieser auch spektral voéllig identisch ist 
(Spektrum III). 

Fiir das Folgende wichtig ist das Verhalten der phosphat- 
lislichen Siure bei lingerem Kochen mit 2°/,iger methyl: 
alkoholischer Salzsiiure. Nach 2 Stunden hat der Farbstoti 
seine Alkaliléslichkeit verloren und weist in Chloroformlésung 
mit Pyridinzusatz folgendes Spektrum auf: 

(IIIa) I. 637—630, II. 593—576, III. 558—549, IV. 525—507. 

Reihenfolge der Intensitiét: IV, III, II, I. 

Die Substanz behilt also den spektralen Typus der 
phosphatlislichen Carbonsiiure bei, ohne jedoch darin mit dieser 
bzw. ihrem Methylester véllig iibereinzustimmen. Aus diesem 
und auch einem andern, im niichsten Abschnitt zu besprechenden 
Grund kann die Einwirkung der methylalkoholischen Salzsiure 
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nicht in einer Veresterung bestehen. Hierfiir spricht auch die 
Tatsache, daB die Substanz gegen wiiBriges Alkali in einer 
Weise empfindlich ist, wie sie bei einem Ester ausgeschlossen 
ist. Es muB8 vielmehr ein neuer RingschluB eingetreten sein, 
wie er in anderer Weise bei der Bildung des Phylloerythrins 
im Tierkérper aus den Chlorophyllcarbonsiiuren auch an- 
zunehmen ist. 

Bei Belichtung wandelt sich die phosphatlésliche Carbon- 
siure In einigen ‘l'agen in einen chlorophyllgriinen Kérper um 
mit einem charakteristischen Rotband bei 670—653 uu, das 
somit dem Rotband des Chlorophylls entspricht. Auch der 
Methylester verindert sich in dieser Weise, wenn auch lang- 
samer. Diese Erscheinung ist als Photooxydation zu betrachten, 
da, wie nachher zu zeigen ist, bei der kiinstlichen Reduktion 
des Phiaophytins zu Protophiiophytin das Phiophytinrotband 
verschwindet. Die Anhydroverbindungen verindern sich im 
Licht bedeutend langsamer. 

Samtliche bis jetzt beschriebenen Koérper fluorescieren in 
organischen Lésungsmitteln lebhaft rot. 


D. Die Aufspaltung des Protophiophytins. 


Die beim Phylloerythrin gewonnenen Erfahrungen konnten 
auf das Protophiophythin iibertragen werden. Vor allem war 
in dieser Hinsicht die auferordentliche Unbestiindigkeit der 
zum Phylloerythrin gehérigen phosphatléslichen Carbonsiure, 
wie auch die Neigung zur Maskierung der Carboxylgruppen 
in Form einer Anhydrisierung zu beachten. 

Ks ergab sich nun, daB das Protophiophytin bei Verseifung 
noch labiler ist als die eben genannte Carbensiure und vor 
allem die Neigung zur Anhydrisierung noch mehr ausgesprochen 
ist. Es ist bisher noch nicht gelungen, durch Behandlung mit 
Siure oder Alkali beim Protophéophytin, das aus Protochloro- 
phyll hergestellt war, unmittelbar eine Carbonsiure zu fassen; 
jedoch sei vorausgreifend bemerkt, daB dies bei dem kiinstlich 
durch Reduktion aus Chlorophyll hergestellten Protophiophytin 
méglich war und mittelbar auch beim natiirlichen Protophiio- 
phytin gelang. 
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Bis jetzt konnte am _ ,,natiirlichen Protophiophytin folgen- 
des festgestellt werden: 

a) Verseifung mit Kalilauge. Werden 10—15 ccm 
einer itherischen Protophiophytinlésung mit einem Tropfen 
30°/,iger methylalkoholischer Kalilauge oder auch mit beliebigen 
Mengen 10°/,iger wiBriger Kalilauge behandelt, so ergibt sich 
eine krystallisierende, alkaliunlésliche Substanz, deren Spektrum 
vollig identisch ist mit dem Spektrum der aus der phosphat- 
unléslichen Carbonsiure des Phylloerythrins gewonnenen An- 
hydroverbindung (Spektrum IIIb, vgl. S. 28) und die infolge 
ihrer Entstehungsweise in Alkali kein Ester sein kann. Aucli 
ist in dieser Art der Aufspaltung des Protophiéophytins zu- 
gleich ein Beweis fiir die Ksternatur dieser Substanz gegeben 
und zugleich der Gegensatz zum Phylloerythrin erschlossen, 
das, wie erwihnt, nur mit allerkleinsten Mengen wiBriger 
Kalilauge ohne Zerstérung angreifbar ist und aus diesem 
Grund neben anderem ebenfalls als Anhydroverbindung an- 
zusprechen ist. 

Der Grund dafiir, daB aus natiirlichem Protophiophytin 
im Gegensatz zum Phylloerythrin die freie Carbonséure nicht 
auf diese Weise erhalten werden konnte, ist darin gegeben, dab 
zur Verseifung eine héhere Alkalikonzentration nétig ist, als sie 
der Bestiindigkeit der Siure zutriglich ist, wahrend die zur 
Phylloerythrin-aufspaltung nétige, sehr geringe Alkalimenge 
diese Voraussetzung erfiillt (vgl. aber S, 31). Auch ist zu be- 
merken, daB bei der alkalischen Aufspaltung des natiirlichen 
Protophiophytins in der Mehrzahl der Fille nicht die obige 
Anhydroverbindung, sondern der auch beim Phylloerythrin u. U. 
erhaltene braune Kérper ohne Spektrum auftrat (vgl. auch S. 40. 

b) Verseifung mitSalzsiure. Etwas anders verliuft die 
Aufspaltung beim zweistiindigen Kochen des Protophiophythins 
in 1°/,iger, methylalkoholischer Salzsiure, wobei eine pracht- 
voll bordeauxrote Lésung entsteht. Aus dieser wurde der eut- 
standene Farbstoff in Ather iiberfiihrt, mit 5°/,iger Salzsiiure 
ausgezogen und nach Abstumpfen mit Soda wieder in Ather 
aufgenommen. Nach Abdampfen des Athers wurde der Riick- 
stand in Chloroform gelést und mit heiBem Methylalkohol ver- 
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setzt, wonach beim Abkiihlen der Farbstoff in Form von braun- 
roten, dem Phylloerythrin ihnlichen Krystallblittchen oder in 
olivgriinen Prismen erhalten wurde. Sein Absorptionsspektrum 
in Chloroform-Pyridinlésung ist véllig identisch mit dem der 
Anhydroverbindung aus der phosphatléslichen Carbonsiiure des 
Phylloerythrins (Spektrum IIIa). 

Auch dieser Koérper ist alkaliunlislich und kann eben- 
falls keinen Ester darstellen, da er schon in Gegenwart von 
Propylalkohol durch die geringen Alkalimengen, mit denen 
Phylloerythrin erfolgreich aufgespalten werden kann, zerstért 
wird und zwar vermutlich oxydativ, da dabei ein Rotband im 
Bereich der Rotabsorption des Chlorophylls auftritt (vgl. S. 29). 
Wurde jedoch die Alkalieinwirkung in Gegenwart von Aceton 
vorgenommen, so lieB sich das Calciumsalz der phosphatléslichen 
Siure (III) auf Grund der Léslichkeit und spektroskopisch fest- 
stellen. Schon bei der Aufarbeitung ging dieses teils in die 
Ausgangssubstanz zuriick, teils entstand jedoch daneben spek- 
tral nachweisbar Phylloerythrin. 

AuBer den beiden genannten Farbstoffen (Spektrum IIIa, 
IIb) konnte noch ein analoger dritter ermittelt werden: Bei 
der Protophiophytinverseifung mit Alkali, wie auch beim alka- 
lischen Verseifen und Ansiuern einer Protochlorophyllésung, 
trat, namentlich bei Anwendung hoéherer Alkalikonzentrationen, 
ifters ein Koérper auf, der dem spektralen Typ des Proto- 
phiophytins zugehért, indem sein mittleres Griinband das 
stiirkste ist. In Chloroform-Pyridin wurde gemessen: 

(II a) I. 635, IL. 595—579, IIT. 561—552, IV. 523—510. 

teihenfolge der Intensitiét: IIT, II, IV, I. 

Es muB sich hier um eine Umlagerung handeln, wie sie 
grundsitzlich auch als Riickverwandlung an der phosphatléslichen 
Carbonsiure aus Phylloerythrin festgestellt wurde (Spektrum II, 
vgl. S, 27). 

Kine unmittelbare Umwandlung einer Anhydroverbindung 
in eine zweite ist im folgenden Fall gelungen: 

2.5 mg der mit methylalkoholischer Salzsiure gewonnenen 
Anhydreverbindung (Spektrum IIIa) wurde in 50 ccm _iso- 
Propylalkohol plus 2,5 cem Pyridin zusammen mit 0,025 ccm 
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5°/,iger wiBriger Kalilauge vier Stunden bei 25° geschiittelt, 
wobei statt der gewiinschten freien Carbonsiure die isomere 
Anhydroverbindung mit dem Spektrum IIb auftrat. 

Auch diese Tatsache zeigt nebenbei, daB die beiden alkali- 
unléslichen Kérper (Spektrum IIIa, IIIb) keine Ester sein kénnen. 

Wenn es demnach bis jetzt noch nicht gelang, die freie 
Carbonsiure des natiirlichen Protophiiophytins durch Verseifung 
unmittelbar freizulegen, so ist doch zu bemerken, da8 in einem 
Fall bei Alkalibehandlung des Farbstoffs eine Substanz auftrat, 
die sich wenigstens in Natronlauge, jedoch nicht in Sodalésung, 
iiberfiihren lieB. Bevor sie jedoch na&her untersucht werden 
konnte, hatte sie auch die Loéslichkeit in Natronlauge verloren. 


Die Versuche werden daher fortgesetzt. 


K. Die kinstliche Reduktion des Chlorophylls, 
baw. des Phiophytins. 


a) Einleitung und Methode. 

Weiterhin wurde zuniichst die Beziehung des Protochloro- 
phylls zum Chlorophyll gesucht mit der Arbeitshypothese, dab 
das Chlorophyll ein Oxydationsprodukt des Protochlorophylls 
darstellt. Der Gedankengang war hierbei folgender: Physio- 
logische Farbstoffbildung stellt in ihrem letzten Stadium oft 
einen Reduktions- oder Oxydationsvorgang dar. So konnte 
der eine von uns auf Grund der Untersuchungen Willstiatters 
an Anthocyanen friiher') nachweisen, daB bei der Autolyse 
tfavonolhaltiger Organe in Stickstoff die Flavonole zu Antho- 
cyanen hydriert werden und da8 auch in nur zeitlich geréteten 
Blittern das Auftreten und Verschwinden des Anthocyans au! 
Flavonolhydrierung, bzw. Anthocyandehydrierung beruht. Andrer- 
seits war die auch im lebenden Blatt vorhandene Fluorescenz 
des Protochlorophylls (vgl. 8.45) zu_beriicksichtigen, nach- 
dem derselbe?) nachgewiesen hat, daB dem Chlorophyll i 
fluorescierendem Zustand, in dem es, absorbiert an Eiweil, 
auch im lebenden Blatt sich findet, starke photooxydative Eigen- 
schaften zukommen. Diese kénnen im lebenden Blatt durci 
1) Noack, K. Zs. f. Botanik, Bd. 10, 8. 561 (1918); Bd.14, 8.1 (1922. 
2) Ders. Biochem. Zs. Bd. 123, S. 135 (1927). 
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Sistierung der Kohlensiureassimilation bei wihrender Belich- 
tung freigelegt werden und miissen irgendwie mit der Photo- 
synthese in Zusammenhang stehen.!) 

Ks lag daher die Vermutung nahe, dem Protochlorophyll 
im lebenden Blatt dieselben photooxydativen Eigenschaften zu- 
zuweisen mit der Mabgabe, daB die photochemische Energie 
des Protochlorophylls nicht zur oxydativen Zerstérung des 
Farbstoffs fihrt, sondern der Oxydation zu Chlorophyll dient. 
Dazu kommt die friiher erwihnte Tatsache, daB ein Teil der 
erhaltenen Protochlorophyllderivate im Licht unter Auftreten 
des fir Chlorophyll typischen Rotabsorptionsbands ergriint 
und daB, wie spiter noch ausgefiihrt wird, schon Nencki und 
Zaleski aus Mesoporphyrin umgekehrt durch Oxydation griinen 
Farbstoff erhalten haben. 

Um klare Verhiltnisse zu erlangen, wurde der umgekehrte 
Weg eingeschlagen und eine Reduktion von reinem Chlorophyll, 
das nach den Vorschriften Willstitters hergestellt war, zu 
Protochlorophyll versucht. Hierbei war auch die Hoffnung 
maBgebend, die bislang bekannten konstitutionellen Eigen- 
schaften des Chlorophylls zur Bestitigung einer Reihe der in 
den vorigen Abschnitten mitgeteilten Anschauungen verwenden 
zu kénnen, auch bevor die infolge der groBen priiparativen 
Schwierigkeiten noch ausstehenden Elementaranalysen sich 
heranziehen lassen. 

Die Reduktion wurde in saurer und alkalischer Lisung 
versucht. Am besten sind bis jetzt die Versuche in saurer 
Lisung ausgefallen, so daB es sich dabei also um Reduktion 
des Phiophytins handelt. Nach zahlreichen Versuchen haben 
sich zuniichst zwei Methoden als brauchbar erwiesen, die ver- 
schiedene Hrgebnisse zeitigten. 


1. Reduktion mit Eisen und Salzsiiure. 


Portionen von 0,1 g Chlorophyll a + b werden in 100 cem 
's0-Propylalkohol gelést, nach Zugabe von etwas Kisenpulver 
unter dem RiickfluBkiihler bis fast zum Sieden erhitzt und mit 
¥—4 ccm konz. Salzsiiure unter Schiitteln versetzt. Nach etwa 


_. 


') Ders. Ztschr. f. Botanik, Bd. 17, S. 481 (1925). 
Hloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXII, 
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{—2minutenlanger Reduktion in der Hitze firbt sich die bisher 
dunkelgriine Lésung braunrot und wird sofort unter Abdekan- 
tieren vom Misenpulver durch ein groBes Faltenfilter rasch filtriert. 
Das Filtrat wird mit Ather versetzt und der Propylalkohol mit 
Wasser ausgewaschen. Die iitherische Lésung verhiilt sich in den 
einzelnen Chargen zuniichst etwas verschieden. Entweder sind 
die fiir das Protophiophytin typischen Absorptionsbanden sofort 
in voller Stiirke zu sehen, oder treten diese, besonders das 
IJ. Band, erst nach einiger Zeit vornehmlich bei nachfolgender 
Siiurebehandlung, auf. Das Protophiiophytin entsteht demnach 
liber einer Leukoverbindung. Immer jedoch ist das Spektrum 
vom violetten Ende her von einem mehr oder weniger starken 
Schatten iiberlagert, der nach mehrmaligem Ausschiitteln der 
iitherischen Lésung mit stiirkerer Salzsiure verschwindet. 
Vermutlich handelt es sich dabei um eine Anlagerungsverbindung 
des Kisens. Die mit Siaure geschiittelte Lésung wird nach 
Auswaschen mit Wasser und nach Trocknen mit Natriumsulfat 
eingeengt, worauf der Farbstoff mit leicht siedendem Petrol- 
iither ausgefillt wird und nach Trocknen ein dunkelrotes 
Pulver darstellt. Die bisher beste Ausbeute betrug etwa 50°, 

Bei richtiger Leitung der Reduktion zeigt das Produkt ein 
durchaus einheitliches Spektrum, das mit dem des natiirlichen 
Protophiiophytin véllig iibereinstinmt. Es lést sich nicht in 
Petroliither, schwer in Ather, leicht dagegen in Chloroform, 
Pyridin usw. mit der fiir das natiirliche Protophiophytin 
charakteristischen, schén roten Farbe und liBt sich nicht in 
alkalische Lésung iiberfiihren. Die Substanz krystallisiert nicht. 
zeigt aber immerhin Neigung dazu, wie dies auch beim Phiio- 
phytin der Fall ist. 

Bei zu schwacher Reduktion zeigt die Ausgangslésung neber 
den Protophiophytinbanden noch das Rotband des Phiophytins. 
wiihrend bei etwas zu heftiger oder zu lange ausgedehnte: 
Reduktion ein brauner Kérper mit einem Absorptionsband be: 
510—480 (490) pu unter oft vélligem Ausbleiben des Proto- 
phiophytins entsteht. Dieser ist tiberhaupt schwer zu_ ver: 
meiden, stért aber in kleinen Mengen die Aufarbeitung des 
gewiinschten Reduktionsprodukts nicht. 
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Instruktiv ist die Reduktion des Chlorophylls mit 75°’, - 


J 
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iger Kssigsiure und granuliertem Zink in alkoholischer oder 
prophylalkoholischer Lésung. Nach lingerem Erhitzen (10—15 
Minuten) ist die Lésung vollig entfirbt und bildet nach einigem 
Stehen Phiiophytin oder einen diesem mindestens nahe stehen- 
den Farbstoft zuriick. Wird diese Lisung jedoch in der Hitze 
mit einigen ccm konzentrierter Salzsiiure versetzt, so wird sie 
sofort strohgelb und verfarbt sich nach raschem Abfiltrieren 
vom Zink innerhalb einiger Stunden schén rot, und zwar eben- 
falls infolge Bildung des Protophiophytins. Jedoch treten bei 
dieser Reduktionsweise, die sich nicht gut steuern laBt, mehr 
der oben genannten Nebenprodukte auf. 

Als Reduktionszwischenprodukt wird demnach eine Leuko- 
verbindung des Phiophytins gebildet, die erst durch starke 
Reduktion, d.h. nach Salzsiiurezusatz zur Leukoverbindung des 
Protophiiophytins weiter reduziert wird. Vielleicht wird der 
Gang der Reduktion durch Bildung eines stabileren Zinkphiio- 
phytins mit beeinfluBt. 

Langsame Reduktion in miafig erhdhter Temperatur 
wahrend vieler Stunden bewirkte nur Entfiirbung der Lésung 
ohne nachtrigliches Auftreten irgendeines Farbstoffes. Es 
war also véllige Zerstérung des Phiophytinmolekiils eingetreten. 
Auch katalytische Hydrierung mit kolloidalem Palladium bei 
Zimmertemperatur ergab bis jetzt keine Protophiophytinbildung., 

Demnach scheint kurze, energische Reduktion das beste 
Ergebnis zu zeitigen, wie auch Willstitter bei seinen Chloro- 
phyll-Abbauversuchen rasch und energisch gearbeitet hat. 
Verhalten der Chlorophyllkomponenten und -Derivate 

bei der Reduktion. 

Sowohl reines Phiophytin a als auch b, getrennt nach der 
Methode Willstitters, lieBen sich gleichermagen zu Protophiio- 
phytin reduzieren, ebenso im Prinzip ihre allomerisierten Formen. 

Wichtig ist, da8 Chlorophyllincaleium bzw. die daraus in 
‘aurer Lésung entstehenden Carbonsiiuren bei der Reduktion 
‘ine freie Carbonsiiure ergaben, die in ihren spektralen Eigen- 
schaften vollig identisch war, mit der aus Phylloerythrin 
sewonnenen Siiure (Spektrum III). 








36 Kurt Noack und Wilhelm KieBling, 


Zu betonen ist jedoch, daB die Reduktionsprodukte aus 
allomerisiertem Phiiophytin und aus den freien Carbonsduren 
wegen geringer Ausbeute bisher nur spektroskopisch erfaBbt 
werden konnten, da vornehmlich die oben erwihnte braune 
Substanz entstand. Es scheint demnach, daB die genannten 
Chlorophyllabkémmlinge gegen Reduktion empfindlicher sind. 

Die Eigenschaften des kiinstlich erhaltenen Protophio- 
phytins werden weiter unten besprochen, waihrend zunichst 
noch eine weitere Méglichkeit der Phiophytinreduktion kurz 
beschrieben werden soll. 


2. Reduktion mit Jodwasserstoff. 

Die Einwirkung von Jodwasserstoff bedingt einen heftigeren 
Angriff auf das Phiophytin, insofern als Verseifung eintritt und 
dabei ein dem Phylloerythrin auferordentlich nahe stehender 
Koérper erhalten wurde. 

Portionen von 0,1 g Chlorophyll a + b wurden in 50 ccm 
Hisessig gelést und mit 0,5 ccm Jodwasserstoff (spez. Gew. 1,5 
in Gegenwart von etwas rotem Phosphor bis zum Auftreten 
einer schénen Rotfairbung erhitzt, was 3—4 Minuten dauerte. 
Das ein Gemisch darstellende Reaktionsprodukt wurde in 
Ather iiberfiihrt, woraus nach Wegwaschen der Essigsiiure die 
gesuchte Substanz mittels mehrerer Portionen 12°/,iger wib- 
riger Salzsiure mit schénen blauvioletter Farbe ausgezogen 
werden konnte. Nach Uberschichten der sauren Lésung mit 
Ather und Abstumpfen mit 7°/,igem Ammoniak wurde beim 
Schiitteln eine rote Atherlésung erhalten, woraus der Farbstot! 
nach Trocknen und Einengen mittels leichtsiedendem Petrol- 
iither in leuchtend roten Flocken ausgefaillt wurde. Diese 
ergaben beim Umkrystallisieren aus Chloroform dunkelolivgriine 
Krystallblittchen, deren Absorptionspektrum in Chloroform- 
Pyridin fast véllig mit dem des Phylloerythrins iibereinstimmte. 
Die Lage der Banden ist dieselbe. Jedoch ist das Rotband 
etwas schwiicher als beim Phylloerythrin aus Rindergalle: 
auBerdem ist im Gegensatz zum Phylloerythrin das zweite 
Band mit dem dritten durch einen leichten Schatten verbunden. 

Der Farbstoff stimmt auch insofern mit Phylloerythri 
iiberein, als er bei Behandlung mit sekundirer Natriumphos- 
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phat- oder Sodalésung in dieser mit griiner Farbe flockig aus- 
fillt, wobei die Farbe freudiger griin als beim Phylloerythrin 
ist; auch ist die rote Chloroformlésung stirker griin tingierend 
als die des Phylloerythrins. 

Zur Geschichte der Chlorophyllreduktion. Schon 
3erzelius!) hat 1838 in alkoholischen Chlorophyllextrakten 
durch Reduktion in der Wirme rote Flocken erhalten, ohne 
daB dieser Befund weiterhin Interesse gefunden hiitte. 

Timiriazeff*) erhielt aus Chlorophyllextrakten nach 
Behandlung mit Zink und organischer Siure eine Leukover- 
bindung, die bei Luftzutritt wieder ergriinte. Nach den Be- 
funden Willstitters wird es sich hier um eine Zink-Phiio- 
phytinverbindung handeln. Ferner behauptet Timiriazeff, bei 
der Chlorophyllreduktion Protochlorophyll erhalten zu haben, 
in dem er sich auf das Auftreten eines neuen Rotbands, das 
dem des Protochlorophylls entspricht, beruft. Da er in saurer 
Lésung arbeitete, in der Protochlorophyll nicht bestindig ist, 
kann er natiirlich diesen Farbstoff nicht gesehen haben. Die 
Beobachtung ist jedoch richtig, indem im vorliegenden Fall bei 
der Phiophytinreduktion mit Zink das in Frage kommende 
Band voriibergehend auftrat. Es handelt sich also dabei wohl 
um eine Zinkkomplexverbindung, da das Protophiophytin ja 
nur ein schwaches Band ungefihr in der Gegend des starken 
Protochlorophyllbands zeigt. 


b) Die Eigenschaften des ktinstlichen Protophiiophytins. 

Wie im vorigen Abschnitt erwihnt, stimmt das kiinstliche 
Reduktionsprodukt aus Phiophytin in allen zunichst greifbaren 
Kigenschaften mit dem natiirlichen Protophaophytin iiberein. 
AuBerdem gestattet seine Entstehungsweise einige Schliisse, die 
vor allem dem natiirlichen Protophaophytin zugute kommen, 
d.h. der durch Siurebehandlung aus Protochlorophyll erhaltenen 
Substanz, fiir die der Name Protophiiophytin noch niiher zu 
rechtfertigen ist. Hierbei handelt es sich um die Frage, ob 


') Berzelius, J. Annal. der Pharmacie Bd. 27, S. 296 (1838). 
?) Nature Bd. 32, S. 342, (1885); Bd. 34, S. 52 (1886). — C.R. Bd. 
102, S. 686 (1886); Bd. 120, S. 467 (1895). 
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das Protophaophytin wie das Phiophytin einen Ester mit eine: 
Phytol- und einer Methylgruppe darstellt. 

Ks nun nicht einzusehen, dab bei der Reduktion durch 
Kisen in Gegenwart von 3—4ccm konz. Salzsiure auf 100 cem 
Propylalkohol innerhalb 2—3 Minuten bei héchstens 80' 
eine Verseifung oder Umwandlung zum Propylester vor sich 
geht: Die Verseifung zur freien Carbonsiure ist dadurch aus- 
geschlossen, daB das Reduktionsprodukt, wie erwihnt, alkali- 
unlislich ist. Ferner fallt die Méglichkeit der Umesterung 
auch dadurch weg, daB aus Chlorophyllincalcium in saurer 
Lisung, d. h. also aus der freien Carbonsiure des Chlorophylls, 
die freie Carbonséure des Phylloerythrins erhalten wird, obwohl 
auch hier Propylalkohol als Liésungsmittel angewandt wurde. 
Kine Anhydrisierung einer bei der Reduktion zunichst frei- 
gelegten Carbonsiiure scheidet ebenso aus, da u.a. die Anhydro- 
verbindungen aus Phylloerythrin oder natiirlichem Protophiio- 
phytin spektral mit der Carbonsiiure nicht identisch sind. 

Somit kann gefolgert werden, daB bei der kiinstlichen 
Chlorophyllreduktion keine Verinderung an den veresterten 
Carboxylgruppen des Chlorophylls erfolgt und daB damit so- 
wohl das kiinstliche als das natiirliche Protophaophytin den. 
selben Estercharakter wie das Chlorophyll besitzen. Dafiir 
spricht auch die Unfihigkeit zur Krystallisation bei beiden 
Farbstoffen, wobei jedoch zu bemerken ist, daB keines der bis 
jetzt untersuchten phytolfreien Derivate die starke Krystalli- 
sationsfihigkeit des Phylloerythrins zeigt. 

Hierdurch ergibt sich zusammen mit den friiher mitgeteilten 
Befunden die Berechtigung, den durch Magnesiumabspaltun¢g 
aus Protochlorophyll erhaltenen Kérper Protophiophytin zu 
nennen, wie auch dadurch die von den friiheren Autoren mehr 
biologisch gedachte Bezeichnung Protochlorophyll sich im 
chemischen Sinn aufrecht erhalten lat. Immerhin ist di 
Analogie zwischen Chlorophyll und Protochloropbyll nicht voll- 
stiindig, indem die Vorstufe nicht in zwei Modifikationen, ent- 
sprechend Chlorophyll a und b vorliegt und sich offenbar auc) 
nicht nach Art des Chlorophylls allomerisieren 1aBt. 

Der Gang der weiteren Untersuchung des kiinstlichen 




















Zur Entstehung des Chloropbylls und seiner Beziehung usw. ou 


Protophaophytins war durch die Erfahrungen am Phylloery- 
thrin und dem natirlichen Protophiophytin vorgezeichnet. 

Vorsichtige Verseifung mit methylalkoholischer Kalilauge 
ergibt die freie Carbonsiure, die wie erwahnt, aus natiirlichem 
Protophiophytin noch nicht unmittelbar erhalten werden konnte. 
Das Aufspaltungsprodukt laBt sich in wiBrige Liésung von sekun- 
direm Natriumphosphat iiberfiihren und ist auch in seiner 
Farbe und den spektralen Eigenschaften vollig identisch mit 
der aus Phylloerythrin gewonnenen, phosphatléslichen Carbon- 
siiure (Spektrum III). 

Behandlung mit Dimethylsulfat in Gegenwart von Soda 
ergibt den Methylester ohne Anderung der spektralen Kigen- 
schaften, wodurch also ebenfalls Ubereinstimmung mit dem 
aus Phylloerythrin gewonnenen Methylester gegeben ist. 

Jedoch lieBen sich auch zum natiirlichen Protophiophytin 
Beziehungen herstellen: Durch Kochen mit 2,5°/, iger methyl- 
alkoholischer Salzsiure entsteht aus kiinstlichem Protophio- 
phytin ein Kérper, der sich aus Ather nicht in 10°/, ige 
wiBrige Sodalésung iiberfiihren laBt und in seiner Farbe wie 
auch in seinen spektralen Eigenschaften mit der auf dieselbe 
Weise aus natiirlichem Protophaophytin gewonnenen Anhydro- 
verbindung vollig identisch ist und damit auch mit derjenigen 
aus der freien Carbonsiure des Phylloerythrins (Spektrum IIa). 

Die Riickverwandlung zu einer Anhydroverbindung mit 
dem Spektraltyp des Protophiophytins, wie sie beim natiir- 
lichen Protophiophytin und beim Phylloerythrin erhalten wurde, 
(Spektrum II bzw. Ifa) ist bis jetzt nicht beobachtet worden. 

Die Tatsache, daB entgegen den bisherigen Erfahrungen 
beim natiirlichen Protophiophytin, beim kiinstlich hergestellten 
die Carbonsiure unmittelbar freigelegt werden konnte, spricht 
dafiir, daB bei dem reduktiven Angriff auf Phiophytin eine 
gewisse Stabilisierung des Molekiils bewirkt wird, die bei dem 
in der Pflanze ausgebildeten Koérper nicht vorhanden ist. 


K. Allgemeines zur Bedeutung derChiorophyllreduktion. 


Es liegt die Vermutung nahe, mittels der Reduktion 
des Chlorophylls den Weg zu einer neuen Klasse von Ver- 
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bindungen 6ffnen zu konnen. Weiter oben wurde ein bei 
stirkerer Chlorophyllreduktion erhaltener, brauner Koérper mit 
charakteristischem Absorptionspektrum erwihnt, der auch schon 
krystallisiert erhalten wurde. JDieser scheint ein reduktives 
Aufspaltungsprodukt des Phiophytins darzustellen, da ein 
Koérper mit denselben Eigenschaften auch schon bei Behandlung 
der Anhydroverbindung aus  natiirlichem Protophiophytin 
(Spektrum IIIa) mit stark verdiinntem Alkali erhalten wurde. 

Bei noch stirkerer Reduktion wurden unter Umstiinden 
gelb-griin fluorescierende Koérper erhalten, deren Bildung ver- 
mutlich mit Aufspaltung des Porphinrings verbunden ist. Diese 
Fluorescenz wie auch das spektroskopische Verhalten lassen 
die Vermutung zu, daB sich hierbei ein Ausblick auf die Farb- 
stoffe der Rotalgen, das Phycoerythrin und Phycocyan bietet. 
Kin vergeblicher Orientierungsversuch, von rein dargestelltem 
Phycoerythrin aus mittels der Grignardreaktion zu _ griinen 
Kérpern zu kommen, spricht jedenfalls nicht dafir, da8 hier 
ein geschlossener Porphinring vorliegt. Daf die Rotalgenfarb- 
stoffe Pyrrolderivate sind, ist u. a. aus dem von Lemberg’) 
mitgeteilten positiven Ausfall der Urobilinreaktion zu schlieBen. 

Theoretisches. Uber das Wesen der reduktiven Proto- 
phiophytinbildung aus Chlorophyll kann noch nichts Niheres 
ausgesagt werden. Immerhin sind einige Befunde aus der 
Literatur zu erwihnen, die sich auf die Oxydation von Chloro- 
phyllabbauprodukten beziehen. 

Nachdem Nencki und Zaleski’) aus Mesoporphyrin in 
salzsaurer Lésung mit Wasserstoffperoxyd einen griinen Farb- 
stoff erhalten hatten, stellte Willstitter*) aus Rhodoporphyrin, 
das damals von ihm noch Alloporphyrin genannt wurde, durch 
Behandlung mit konz. Salzsiiure und Wasserstoffperoxyd griine 
Krystallnadeln her. Ebenso erhielt H. Fischer‘) aus Iso- 
iitioporphyrin mit konz. Schwefelsiure und Wasserstoffperoxyd 


') Lemberg, R. Liebigs Ann. der Chem. Bd. 461, S. 46 (1928). 

*) Chem. Ber. Bd. 34, S. 997 (1901). 

5) Willstitter und Pfannenstiel, Liebigs Ann. der Chem., 
Bd. 358, S. 268 (1908). 

‘) Fischer, Halbig und Walach, Liebigs Ann. der Chem., 
Bd. 452, S. 268 (1927). 
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einen Ké6rper, der nach Art des Chlorophylls intensive 
Rotabsorption zeigte. Ferner erhielt kiirzlich H. Fischer’) 
aus synthetischem ‘T'etra-methyl-trimethyl-propionsiure-porphin 
‘(Monocarbonsdure VII) durch Behandlung mit konz. Schwefel- 
siure oder Oleum einen Kérper vom spektralen T'ypus der 
Rhodine, die dem Chlorophyll bekanntlich noch nahe stehen, 
und schlieBt aus den Analysenzahlen des neuen Korpers aut 
einfache Wasserabspaltung zwischen Carboxylgruppe und dem 
Porphinkern. Aus Mesoporphyrin gewann er durch die, wie er 
angibt, wasserentziehende Wirkung rauchender Schwefelsiure, 
wie auch durch Behandlung mit Acetylchlorid und Aluminium- 
chlorid, sowohl dasselbe Rhodin wie aus obiger Monocarbon- 
siure, daneben auch ein Mesoverdin, vermutlich ein Isomeres 
des erhaltenen Rhodins. In vorliufiger Weise berichtet er auch 
iiber die Bildung eines sauerstoffreicheren Rhodins bei Be- 
handlung von Mesoporphyrin mit konz. Schwefelsiiure und 
Wasserstoffperoxyd. 

Im Grundsatz diirfte damit von seiten der Porphyrine das- 
selbe erreicht sein, was hier in allerdings milderer Weise auf 
dem umgekehrten Weg, vom Chlorophyll her, erzielt wurde. 

Die Méglichkeit einer Hydrierung von ungesiittigten Seiten- 
ketten bei der Chlorophyllreduktion kann deswegen ausgeschlossen 
werden, weil sich bei den Blut-Porphyrinen eine derartige Ande- 
rung nicht im Spektrum ausdriickt (vgl. u.a. Bois a. a. O.) und die 
Reduktion des Chlorophylls vor allem das Rotband verindert. 

Vielleicht ergibt infolgedessen die im Gang _ befindliche 
Weiterbearbeitung der Chlorophyllreduktion die Bestiitigung 
der von H. Fischer in seiner Arbeit mit Halbig und Walach 
diskutierten Vermutung, wonach seine Porphinoxydationsprodukte 
durch EKintritt eines Briickensauerstoffs in eine C=—C-Gruppe 
erklirt werden kénnen. Zutreffendenfalls wiirde dies beziiglich 
der yorliegenden Befunde besagen, dab das Chlorophyll und 
seine in den unmittelbaren Kernsubstituenten unveriinderten 
Derivate Briickensauerstoff enthalten, der bei der Reduktion, 
wie sie in der vorliegenden Untersuchung angewandt wurde, 


ee 


') Fischer, Treibs und Helberger, Liebigs Ann. der Chem., 
Bd. 466, S. 243 (1928). 
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abgeschlagen wird, wobei zu beachten ist, daB das sauerstofi- 
reichere Chlorophyll b anscheinend dasselbe Reduktionsprodukt 
wie Chlorophyll a ergibt. 

AuBerdem ergibe sich hieraus die Folgerung, daB der 
grundsitzliche Unterschied zwischen Chlorophyll- und Blut- 
porphyrinen in dem Fehlen einer oder mehrerer solcher Sauer. 
stoffbriicken beim Blutfarbstoff gegeben ist. Unabhiingig von 
dieser Méglichkeit ergeben die vorliegenden Untersuchungen 
jedenfalls die Tatsache, daB die auf dem geschilderten Wege 
erreichbaren Chlorophyllreduktionsprodukte in ihrem spektralei 
Verhalten grundsitzlich mit den Blutporphyrineniibereinstimmen. 
DaB die von Willstaitter und neuerdings auch von H. Fischer 
untersuchten Abbauprodukte des Chlorophylls andere und zwar 
meist kompliziertere Absorptionsspektra aufweisen, diirfte unte: 
anderem damit zusammenhiingen, daB beim Abbau kriiftige 
Mittel, Einwirkung von starkem Alkali bei hoher Temperatu 
(Willstatter) oder Brenzreaktion (H. Fischer), erforderlich sind, 
die das Molekiil noch in anderer Weise als z. B. eine Reduktion 
bei etwa 78—80° mittels Eisen und verhiltnismiBig wenig 
Salzsiure verindern. 

Obwohl wir noch nicht iiber Analysenresultate verfiigen, 
halten wir uns zu diesen Schliissen berechtigt, da die bis 
jetzt erhaltenen Ergebnisse von drei Seiten her, vom Phyllo- 
erythrin, vom natiirlichen Protophiophytin und vom Chlorophy!! 
aus, aufs beste ineinandergreifen und in den bis jetzt bekannten 
exakten Daten iiber das Chlorophyll und auch zum Teil des 
Phylloerythrins mittelbar eine gesicherte Stiitze haben. 

Die Arbeit wird in der durch die mitgeteilten Befunde 
gegebenen Richtung fortgesetzt. 


G. Biologische Folgerungen. 


Die biologischen Folgerungen aus den Befunden er 
strecken sich auf Pflanzen- und Tierphysiologie. 


1. Zum Chemismus der Chlorophyllbildung. 
Da aus Phiophytin das magnesiumfreie Protochlorophy!!- 
derivat, das hier Protophiiophytin genannt wurde, auf dem 
Weg der Reduktion entsteht, so ist umgekehrt zu schliebe, 
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dati die letzte Stute der Chlorophyllbildung in der Pflanze 
einen Oxydationsvorgang am Protochlorophyll darstellt; jedoch 
geht dieser Vorgang in zwei Richtungen gemiB der Bildung 
von Chlorophyll a und b, da nichts dafiir spricht, daB schon 
das Protochlorophyll in zwei entsprechenden Modifikationen 
ausgebildet wird. Méglich wire es, daB die Bildung des sauer- 
stoffreicheren Chlorophylls b iiber die Modifikation a fihrt, 
wobei sich zwischen beiden Komponenten gemiB den _ be- 
kannten Befunden Willstitters schlieBlich ein Gleichgewicht 
einstellt. Wir gedenken Untersuchungen in dieser Richtung 
anzustellen, zumal in umgekehrter Weise Willstitter') nicht 
nur Phiophytin b, sondern auch Chlorophyll b durch Fallen mit 
Grignardreagens in Derivate der a-Reihe verwandeln konnte. 
Kine solche Umwandlung versuchte der eine von uns?) friiher 
schon, allerdings ohne Erfolg, indem er, obwohl ihm dies beim 
System Anthocyan—Flavonol gegliickt war, auf dem Weg post- 
mortaler Autolyse von Blattern in Luft oder in Stickstoff- 
atmosphire das Verhiltnis zwischen Chlorophyll a und b in 
keiner Jahreszeit irgendwie verschieben konnte. 

Da zur Chlorophyllbildung im Gegensatz zur Bildung des 
Protochlorophylls in den allermeisten Fillen Licht ndtig ist, 
stellt die letzte Stufe der Chlorophyllsynthese einen Photo- 
oxydationsprozeB dar. Damit diirfte die Rolle des EKisens 
bei der Chlorophyllbildung einer Erklarung zuginglich werden, 
da Eisenmangel bekanntlich Chlorose der Blatter bedingt. Der 
eine von uns zeigte friiher’), daB die photooxydative Wirkung 
fluorescierender Farbstoffe einschlieBlich des Chlorophylls durch 
kleinste Mengen Eisensalz wesentlich beschleunigt wird. Da 
das Protochlorophyll ebenfalls stark rot fluoresciert, wird in 
einer im Gang befindlichen Arbeit versucht, die Rolle des 
Kisens bei der Chlorophvilbildung im Sinn einer Photooxy- 
dationskatalyse zu erfassen. 

Auf alle Fille steht das Endglied der Chlorophyllsynthese 


 R. Willstitter und A. Stoll, Untersuchungen iiber Chloro- 
phyll. Berlin 1913, S. 381f. 

*) K. Noack, Zs. fiir Botanik, Bd. 17, S. 481 (1925). 
*’) Derselbe, Biochem. Zs. Bd. 183, S. 153 (1927). 
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in bemerkenswerter Ubereinstimmung mit den Vorgiingen, dic 
der eine von uns als maBgebend bei der Kohlensiéureassimilation 
betrachtet, indem er zeigen konnte'), daB bei Ausschaltung 
der Kohlenséure, sei es durch Kohlendioxydentzug, Narcoti- 
sierung oder durch Vergasung mit Schwefeldioxyd, eine physio- 
logische Freilegung der photooxydativen Energie des Chloro- 
phylls bewirkt wird, die zum Ausbleichen und Absterben der 
Blitter fihrt. Dazu kommt noch, daB bekanntlich nach 
O. Warburg dem Eisen eine wichtige Rolle bei der Photo- 
synthese zukommt, wofiir weitere Belege in neueren Arbeiten 
aus dem hiesigen Institut zu finden sind.?) 

Die Pflanze scheint jedoch unter gewissen Umstiinden 
auch die Fahigkeit der Reduktion des Chlorophylls zu Proto- 
chlorophyll zu besitzen. Monteverde und Lubimenko?) 
geben an, da die protochlorophyllhaltigen Samenhiute der 
Cucurbitaceen wahrend der Samenentwicklung Chlorophyll fiihren, 
so daB wohl anzunehmen ist, dab hier bei der Samenreife Chloro- 
phyll zu Protochlorophyll reduziert wird. 

Es muB8 noch in Kiirze auf die friiheren Ansichten iiber 
die Rolle des Protochlorophylils bei der Chlorophyllsynthese 
eingegangen werden. Monteverde und Lubimenko?), wie 
auch Liro*) sehen das Protochlorophyll nicht als die un- 
mittelbare Chlorophyllvorstufe an, sondern als ein postmortales 
Zersetzungsprodukt einer unbekannten eigentlichen Chlorophy]l- 
vorstufe. Zu dieser komplizierenden Folgerung kamen sie aus 
dem Grunde, weil sie das Protochlorophyllspektrum im lebenden 
Gewebe nicht nachweisen konnten. Jedoch hat schon Grei- 
lach‘), ohne allerdings auf diese Ansichten einzugehen, das 
Richtige getroffen, wenn er die Nichtsichtbarkeit des Proto- 
chlorophyllspektrums im lebenden Blatt auf die Geringfiigig- 
keit der Farbstoffmenge zuriickfiihrt. Bei eigenen Unter- 
suchungen gelang es iibrigens, in giinstigen Fallen das Proto- 
chlorophyllrotband auch im lebenden Blatt im Gitterspektro- 





') Vel. K. Noack, Zs. f. angew. Chem. Bd. 42, S, 123 (1929). 
*) Biolog. Zbl. Bd. 31, S. 499 (1911). 

8) Annales Academiae Scientiarum Fennicae, Ser. A, Bd. 1, 8.1 (1909. 
*) Sitzungsber. d.k. Akad. d. Wiss. Wien I, Bd. 113, S. 121 (1904). 
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skop nachzuweisen. Ferner zeigten Schnittpriparate von etio- 
lierten Blaittern, die im Dunkeln angefertigt wurden, unmittel- 
bar nach Belichtung im Luminescenzmikroskop leuchtende 
Rotfluorescenz ihrer Plastiden, die nur auf das Protochloro- 
phyll zuriickgefiithrt werden konnte. 

Die vorliegenden Untersuchungen beweisen endgiiltig den 
biologischen Charakter des Protochlorophylls als den der un- 
mittelbaren Chlorophyllvorstufe. Jedoch ist zu bedenken, dab 
der Protochlorophyllgehalt etiolierter Blatter viel zu gering 
ist, als daB er als einzige Quelle fiir die bei Belichtung oft 
sehr rasch einsetzende Chlorophyllbildung in Frage kime. Ks 
muf8 demnach beim Einsetzen der Belichtung ein Nachschub 
an Protochlorophyll aus dessen Vorstufen erfolgen, wobei 
natiirlich die Protochlorophyllstufe zu rasch durchlaufen wird, 
als daB eine nachweisbare Anhiufung  stattfinden kénnte. 
Immerhin wird die Méglichkeit einer Protochlorophyllanstauung 
im Licht gegenwartig gepriift. 


2. Die Beziehung des Blattfarbstoffs zum Blutfarbstoff. 

Da, wie eingangs erwahnt, Phylloerythrin nur in der 
Galle griingefiitterter Tiere nachweisbar ist, kann an seiner 
Kntstehung aus Chlorophyll nicht gezweifelt werden und es 
ist daher gemaB den mitgeteilten Befunden zu folgern, dab 
bei diesem Vorgang das Chlorophyll vom Magnesium befreit, 
verseift, reduziert und anhydrisiert wird. 

In Anbetracht der grundsiitzlichen spektralen Uberein- 
stimmung der aus Phylloerythrin gewounenen Carbonsiure mit 
den Blutporphyrinen erscheint der Gedanke nicht ungerecht- 
fertigt, im Phylloerythrin eine physiologische Briicke zwischen 
dem Blattfarbstoff und den Blut- bzw. Gallenfarbstoffen zu 
suchen. 

Auch diesen Fragen hoffen wir weiter nachgehen zu 
kénnen. 

Die vorliegende Arbeit ist durch weitgehende Unter- 
stiitzung seitens der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schaft erméglicht worden, wofiir auch hier der beste Dank aus- 
gesprochen sei. 
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Spektraltabellen und vorlaufiges Entwicklungschema. 


Die Messungen wurden durchweg in Chloroform mit etwas 
Pyridinzusatz vorgenommen, da die eine Bezugssubstanz, das 
Phylloerythrin, in reinem Chloroform zu wenig ldéslich ist, 
Siimtliche Absorptionsspektra wurden im Zeissschen Gitter- 
spektroskop iibereinander projiziert, so daB Gewihr fiir objek- 
tive Feststellung der Lagebeziehung gegeben ist. Anfangs- und 
Kindbeschattung werden nur beim Protochlorophyll mitgeteilt, 
da diese bei den magnesiumfreien Derivaten nur gering ist. 
Die Banden im kurzwelligen Gebiet wurden zuniichst nicht 


heriicksic 


Die magnesiumfreien Derivate kamen in solchen Konzen- 
trationen zur Messung, daB die Intensitat der Griinbanden 
derjenigen entsprach, die eine Lésung von 1 mg Phylloerythrin 
in 15 ccm Chloroform—Pyridin aufwies. 


htigt. 


Protochlorophyll in zwei verschiedenen 
Konzentrationen. 


Schwiicher: IT. 


Stirker: 


In Atherlisung zeigt sich noch ein scharfes, schwaches 
sand zwischen 607—586, das in Chloroform—Pyridin nur als 
Schatten angedeutet ist. AuBerdem ist in Ather Band I nicht 


641,1... 637,0—621,0 


II. 585,8 -- 583,6—567,5... 


I. 642,6... 639,4—633,2 
II. 590,2... 583,8—565,2 


Reihenfolge der Intensitiét: I, II, IIT. 


+ 616,8: 
562,0; 


III. 539,6 --521,4. 
- — 622, 8—616,6 — - 601,3; 


ad ed me 








gespalten. 
Die magnesiumfreien Derivate. 
Spektrum Band Reihenfolge 
Nr. I | II III IV der Intensitit 
I 648—638 | 606—5S86 576—563 | 5387— 520 
Ta 643—635 | 600—578 570—557 | 5382—515 Il. Il. IV. ! 
II 632--626| 597—585 | 556-542  514—501 a 
Ila 635 595—579 | 561—552 | 523—510 
III 632-—--624] 585—569 550—538 | 517—500 
Illa |637—630 | 5983—576 558—549 | 525-507 IV, Ill, I, ! 
IItb 638—630 | 583—573 552—544 | 523—506 
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Kurt Noack und Wilhelm KieBling, 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchung hatte die Aufklirung des von Licht- 
gegenwart abhingigen Ergriinungsvorgaugs der Blatter zum Ziel. 

Als Ausgangsmaterial diente das bis jetzt chemisch un. 
bekannte Protochlorophyll, das in kleinsten Mengen in ver- 
dunkelt aufgezogenen Blittern spektroskopisch nachweisbar 
ist und fiir priparative Zwecke erreichbar in den inneren 
Samenhauten der Cucurbitacen vorkommt. 

Das Protochlorophyll steht dem Chlorophyll schon sehr 
nahe. Unmittelbar erwiesen wurde das Vorkommen von Magne- 
nesium, wie auch mittelbar das Vorhandensein der fiir das 
Chlorophyll typischen Phytol- und Methylestergruppe erschlossen 
werden konnte. 

Durch Siurebehandlung entsteht ein magnesiumfreier Farb- 
stoff, der als Protophiiophytin zu bezeichnen ist und mittels 
der Grignardreaktion wieder in die urspriingliche Magnesium- 
komplexverbindung zuriickverwandelt werden konnte. 

Das Protochlorophyll stellt eine Reduktionsstufe des Chloro- 
phylls dar, da reines Phiophytin a und auch b durch verhaltnis- 
mibig milde Behandlung mit Kisen in saurer Lésung zu Proto- 
phiophytin reduziert werden konnte, ohne daB sich bis jetzt 
Anhaltspunkte fiir die Existenz zweier Protophiophytinmodi- 
fikationen entsprechend dem Chlorophyll a und b ergeben 
hitten. Dies war ebensowenig beim Protochlorophyll und dem 
natiirlichen Protophiiophytin der Fall. Auch die Fiahigkeit 
der Allomerisation scheint der reduzierten Stufe abzugehen. 
Durch Reduktion mit Jodwasserstoff wurde aus Phaophytin 
ein mit dem Phylloerythrin der Rindergalle fast identischer 
Farbstoff erhalten. 

Das Protophiophytin ist sehr nahe mit dem Phylloerythriz 
verwandt, das ebenfalls noch wenig untersucht worden ist. Es 
ergab sich, daB Phylloerythrin eine in irgendeiner Form an 
hydrisierte Carbonsiure darstellt, die nach Einfihrung vou 
Magnesium mittels der Grignardreaktion einen griinen, ml 
Protochlorophyll spektral fast identischen Kérper ergibt. 

Das kiinstliche Protophiiophytin und das Phylloerythris 
lieBen sich zur gleichen freien Carbonsiiure aufspalten, die sel! 
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starke Neigung zur Anhydrisierung zeigt. Das _ natiirliche 
Protophiophytin konnte bis jetzt nur iiber eine Anhydrover- 
bindung zur freien Siiure (in Form des Calciumsalzes) auf- 
gespalten werden, da hier die Neigung zur Anhydrisierung 
der freien Siure noch gréBer zu sein scheint, wie iiberhaupt 
die Empfindlichkeit gegen Alkali vom kiinstlichen Protophio- 
phytin iber das Phylloerythrin zum natiirlichen Protophiophytin 
ansteigt. 

Die aus Phylloerythrin und kiinstlichem Protophiophytin 
erhaltenen Carbonsiuren sind spektral identisch und stimmen 
darin auch mit den aus beiden dargestellten Methylestern iiber- 
ein. Ihr Spektrum gehért einem anderen Typus an als das der 
Ausgangssubstanzen. Jedoch wandelt sich die freie Carbonsiure 
des Phylloerythrins beim Stehen in eine schwiicher saure Ver- 
bindung vom Spektraltyp der Ausgangssubstanz, des Phyllo- 
erythrins, um. 

Aus natiirlichem und kiinstlichem Protophiiophytin, wie 
aus Phylloerythrin, konnten spektral identische Anhydroverbin- 
dungen vom zweiten T'ypus erhalten werden, die leicht der 
Riickverwandlung zum Spektraltyp der Ausgangssubstanzen an- 
heimfallen und unter Umstinden auch unmittelbar bei der 
Anhydrisierung auftreten. 

Das Absorptionsspektrum der aus kiinstlichem Proio- 
phiophytin und Phylloerythrin gleicherweise erhaltenen Carbon- 
siure stimmt mit denen der Blutfarbstoffporphyrine weitgehend 
iiberein. 

Diese Carbonsiure, ebenso ihr Methylester, geht bei Be- 
lichtung in einiger Zeit in einen chlorophyllgriinen Kérper 
iiber, der das fiir Chlorophyll typische Rotband besitzt, ein 
Vorgang, der sowohl mit der Saure aus Protophiophytin als 
auch mit der aus Phylloerythrin, also aus dem tierischen Farb- 
stoff, bewirkt werden kann und der wohl als Photooxydation 
anzusprechen ist. 


‘-Oppé-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CILXXXII. 
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Uber Alkoholgarung. 
XIX. Mitteilung. 


Uber einige garungsfahige Mikroben im Macerationssaft. 
Von 


S. Kostytschew und 0. Schulgina. 


‘Aus dem Institut fir Biochemie d. Pflanzen d. Akad. d, Wissensch. in Leningrad, 


(Der Redaktion zugegangen am 19, Februar 1929.) 


Kostytschew und Chomitsch?) haben dargetan, dav 
die Girung des Hetemacerationssaftes die Merkmale eines 
biologischen Vorganges aufweist. Insbesondere ist der Un- 
stand beachtenswert, daB man die Girung von aktiven Siften 
in die nichtgarfahige durch einfache Impfung tibertragen kann. 
Versuche, lebende Girungserreger aut Bierwiirze—Agar bzw. 
Bierwiirze—Gelatine zu isolieren, miBlangen, was auch uniclit 
verwunderlich ist, da Hefezellen vorher durch Filtration de: 
Sitte durch Chamberlandsche Filter abgetrennt wurden, zu! 
lsolierung der meisten Bakterien ist aber Bierwiirze, wie be- 
kannt, untauglich. Doch kénnen die filtrierten Siafte bedeu- 
tende Bakterienmengen enthalten. 

Es sind die Zeiten voriiber, wo man eine Steril: 
sation mittels Bakterientilter zu erzielen hoffte. Zu- 
erst haben medizinische Mikrobiologen verschiedene sichtbare 
und dennoch filtrierbare Mikroben beschrieben, alsdann wurde’ 
analoge Beobachtungen auch im Gebiete der nicht pathogene. 
Mikroben yemacht. Wir wollen hier einige Beispiele an- 
fihren. 

Schon liingst haben Roux und Nocard?*) die frither nur in ul 


sichtbarer Form bekannte Bakterie der Peripneumonie des Rindviele: 
durch eine sinnreiche Methode in die sichtbare Form verwandelt. Ne 


') Diese Zs. Bd. 176, 8S. 55 (1928). 
*) Ann. Inst. Pasteur Bd. 12, 8. 240 (1898). 
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ich haben Olitsky und Gates’) analoge Resultate mit dem Grippe- 
erreger erhalten. Alsdann hat man®) aus gesunden Menschen vier sicht- 
pare, filtrierbare und angeblich nicht pathogene Mikroben, darunter 
ywei Stibehen und zwei Vibrionen, isoliert. Durch alle diese Befunde 
wurde die Grenzlinie zwischen sichtbaren und unsichtbaren Mikroben 
-erwischt. 

Noch gréBeres Aufsehen erregte die umgekehrte Entdeckung der 
unsichtbaren, Bakterienfilter passierenden Formen der allgemein be 
xannten sichibaren Mikroben und Spirochiten. Bereits Novy und 
Knapp®*) sowie Breinhl und Kinghorn‘) berichtecen dariiber, da 
vinige Spirochiiten Bakterienfilter passieren; doch war damals diese 
Entdeckung noch nicht geniigend reif und erst nachdem Nicolle, 
Blaizot und Conseil’) das totale Verschwinden und alsdann Rege- 
ueration der Spirochiten®) in zerdriickten Liiusen festgestellt haben, 
wurde die Filtrierbarkeit der Spirochiiten anerkannt. Dieselbe Eigen- 
schaft besitzt auch Treponema duttoni. Auch die von Noguchi’) 
entdeckte und Leptospira ieteroides genannte Spirochiite, welche 
Gelbfieber erregt, passiert Bakterienfilter und besitzt also unsichtbare 
Formen. In den eingehenden Untersuchungen von Wolbach*) findet 
man eine Beschreibung von mehreren filtrierbaren Spirochiiten. 

Besonders itiberraschend war die Entdeckung der unsichtbaren 
Formen bei Bact. tuberculosis, einer, wie man glaubte, besonders 
cut studierten Bakterienart. Bereits iiltere Beobachtungen weisen darauf 
hin, dad Bact. tuberculosis filtrierbar ist, durch neuere Untersuchungen 
wurde diese Tatsache auBer Zweifel gestellt. Vaudremer”) hat zuerst 
estvestellt, daB Bact. tuberculosis polymorph ist, wobei die kleinsten 
“ormen kaum sichtbar sind. Alsdann haben Vaudremer und Hau- 
duroy?’) die Filtrierbarkeit der tadellos reinen Kulturen der ‘Tuberkel- 
aikroben nachgewiesen, wobei eine sorgfiltige Kontrolle sowohl der 
Milter, als der Filtration in Anwendung kam. Beachtenswert ist der 


1) Jl. exp. Med. Bd, 33, S. 125, 361, 573, 713 (1921); Bd. 35, S. 553, 
513 (1922); Bd. 36, S. 501, 685 (1923); Bd. 37, S. 303, 471 (1923); JI. 
Amer. med. Ass. Bd. 131, 8S. 744 (1923). 

*) L. B6tz, Ann. Inst. Pasteur Bd. 39, S. 833 (1925). 

*) Jl. infect. Diseas. Nr. 3, S. 3 (1906). 

') Liverp. School trop. Med. Mem. 21, (1906). 

») Ann. Inst. Pasteur Bd. 27, S. 204 (1913). 

*) Sp. Obermeieri, Erreger des Riickfallfiebers. 

‘) Jl. exper. Med. Bd. 28 u. 30, (1919). 

) Jl. med, Res. Bd. 30, S. 23 (1914); Amer. Jl. of trop. Diseas. and 
prev. Med. Bd. 2, S. 495 (1915). 

*) C. R. Soe. Biol. Bd. 87, S. 1012 (1923); Bd. 89, (1923). 

*) C. R. Soe. Biol. Bd. 89, S. 22 (1923). 
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Umstand, dab die kleinen Formen sich von den gewéhnlichen auch 
durch physiologische Eigenschaften unterscheiden. Durch Impfungen an 
Tieren wurden die pathogenen Ligenschaften der unsichtbaren Formen 
von Bact. tuberculosis auBer Zweifel gestellt.1) Es zeigte sich nach- 
triiglich, daB die hereditiire ‘tuberkulose beim Menschen hiufig nament- 
lich durch unsichtbare Formen iibertragen wird.) 

Alsdann hat man unsichtbare, filtrierbare Formen bei vielen 
anderen allgemein bekannten Mikroben, u. a. beim Typhusmikroben, 
Dysenterieerreger, B. paratyphi, B. coli, Staphylococeus, Enterococeus, 
Pesterreger u., a. beschrieben. d’Herelle und Hauduroy nehmen a, 
dai unsichtbare Formen unter bestinmten Kulturverhaltnissen von dex 
meisten Mikroben gebildet werden. MHierbei finden nicht selten auf 
fallende Anderungen der biochemischen Eigenschaften statt. So is 
z. B. die gewéhnliche Form des Dysenterieerregers nicht giirfaihig, di 
filtrierbaren Formen desselben Mikrobes vergiiren hingegen Glucose 
und Maltose mit groBer Intensitiit, sind jedoch gegeniber Lactos: 
inaktiv. 

Ks zeigte sich also, daB unsichtbare Formen bei den &- 
kroben sehr verbreitet sind. Lewis%) will sogar eine filtrier- 
bare Hefeart, Schizosaccharomyces filtrans, entdeckt haben. 
Nach unserer Meinung ist die Hefenatur des von Lewis be- 
schriebenen Organismus ungeniigend bewiesen, doch handelt 
es sich hier jedenfalls um eine neue filtrierbare Mikrobenart. 
deren sichtbare Formen 5 wu lang sein kénnen. Die filtrier- 
baren Formen der nicht pathogenen Mikroben wurden bislier 
iiberhaupt liickenhait untersucht, doch sind dieselben wabr- 
scheinlich zahlreich, da kein Grund zur Annahme vorliegt, dat 
parasitische Lebensweise die Entstehung der unsichtbaren 
Formen begiinstigt. 

Man hat aus den obigen Befunden folgende Schlubfolge- 
rungen gezogen. Erstens ist die Filtration durch Bakterien: 
filter keine Sterilisationsmethode*), zweitens wird ein strenge! 


1 Veber, C. R. Soe. Biol. Bd. 94, (1926); Vaudreme:. 
a.a.Q.; derselbe u. Durand, C. R. Soc. Biol. Bd. 93, 8. 165 (1920: 
Valtis, ebenda Bd. 90, $8.19 (1924); Arloing u. Dufour, ebenda 
Bd. 93, S. 165 (1925). 

2) Calmette, Valtis, Négre, Boquet, C. R. Bd. 181, 5. 4! 
(1925); Calmette, Valtis, Lacomme, ebenda 19. Oktober (192: 
Arloing u. Dufour, ebenda Bd. 181, 9. November (1925). 

3) Jl. exper. Med. Bd. 45, S. 277 (1926). 

‘; Hauduroy, Jl. phys. et path. gén. Bd. 25, 8. 283 (1927). 
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Nachweis der fermentativen Natur einer bestimmten Stofi- 
umwandlung nur dadurch geliefert, daB die genannte Stoff- 
umwandlung nicht durch Impfung iibertragen wird. Es geniigt also 
nicht, die Abwesenheit der sichtbaren Mikroben nachzuweisen. 

Auf Grund des oben Erorterten ist es leicht begreiflich, 
daB es uns gelungen ist’, sichtbare giirfiihige Mikroben auch 
aus den filtrierten Macerationssiften zu isolieren. Zur Her- 
stellung und aseptischen Filtration der Macerationssiifte be- 
dienten wir uns der Methode, die in der oben zitierten Mit- 
tellung von Kostytschew und Chomitsch dargelegt ist. 
Die Chamberlandschen Filter haben wir jedesmal sorg- 
filtig kontrolliert. Nach einigen miBlungenen Versuchen haben 
wir die folgende Methode verwendet, die uns eine Isolierung 
von zehn girfahigen Mikroben erméglichte. Es ist allerdings 
wahrscheinlich, daB einige von uns isolierte Mikrobenformen 
nichts anderes darstellen, als physiologiscle Rassen einer und 
derselben Species. 

Wir haben Hefewasser mit 1°/, Traubenzucker durch 
minimale Saftmengen geimpft und sowohl bei 25° als bei 37° 
belassen. Ks erwies sich als vorteilhaft, das Hefewasser mit 
etwas CaCO, zu versetzen. Es entwickelte sich gewoéhnlich 
eine intensive Girung und nach einiger Zeit vermochten wir 
die Girungsorganismen auf Hefewasseragarplatten mit 1—3 °/, 
Traubenzucker zu isolieren. Wir beschranken uns auf die 
Beschreibung der alkoholbildenden Mikroben und méchten 
nur bemerken, daf wir sowohl aus filtrierten, als aus nicht 
tiltrierten Saften einige Faulnisbakterien und namentlich aus den 
nicht filtrierten Saften regelmiBig Milchsiuremikroben isolierten. 

Die in Hefesiften regelmaBig gefundenen Mikroben kinnen 
in zwei Gruppen eingeteilt werden. In die erste Gruppe ge- 
héren die Mikroben la, 1c, 1d, 1,h und 4i, in die zweite 
Gruppe gehéren die Mikroben 1,g, 4b und 4c. Die Mi- 
kroben 4a und 4d nehmen eine Mittelstellung ein. Als typi- 
sche Form der ersten Gruppe kann 1a, als typische Form 
der zweiten Gruppe 1,g angesehen werden. 

la wurde sowohl aus filtrierten, als aus nicht filtrierten 
Saften isoliert. Kurze Stibchen, beweglich, bipolar firbbar. 
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Wird nach Gram entfarbt. Durchmesser etwa 0,3 yn, Liane: 
etwa lw. Vergirt Traubenzucker und Rohrzucker. Milch- 
zucker wird nicht, Bierwiirze wird kaum angegriffen, doc, 


bemerkt man auf Hefewasser mit Maltose deutliche Girung 
Das tppigste Wachstum findet auf Hefeextrakt statt, doc! 


kann man auch auf synthetischen Medien eine Entwicklung 
erzielen. Als Gdarungsprodukte wurden nur CO, und Athy’. 


alkohol in bedeutenden Mengen gefunden. Fliichtige Siure 
werden héchstens nur in minimalen Mengen gebildet, Milch. 
siure vermochten wir nicht nachzuweisen, dagegen gelang es 
uns, geringe Mengen von Bernsteinsiiure und Methylacety)- 
carbinol zu isolieren. Wir nehmen vorliufig an, daB diese 
Bakterie der Gattung Aerobacter Beij. nahe steht, behalte: 
uns aber vor, dieselbe niiher zu identifizieren. Namentlich i 
(segenwart von Calciumcarbonat ist die Girung dieses Mikrobe: 
intensiv: es kénnen 15 g Zucker in 3—5°/,iger Lisung dure 
Impfung mit einer reinen Kultur von 12 im Verlaufe yv 

wenigen Tagen vergoren werden. 

1,g wurde ebenfalls nicht nur aus gewodhnlichen, sondern 
auch aus filtrierten Hefesiften isoliert. Ks ist immer ratsam. 
nur die in voller Girung sich befindenden Safte zur Impfun 
zu verwenden. Sehr kleine Stiibchen. Hat Neigung zw 
kérnigen Zerfall und Polymorphismus. Die kleinsten Forme: 
sind an der Grenze der Sichtbarkeit. Girt auf Trauben- 
zucker: iiuBerst schwach auf Rohrzucker. Die Girung ist iiber- 
haupt schwach und kurzdauernd. AuBer CO, und Athylalkoho' 
vermochten wir keine anderen Girungsprodukte zu isolieren. 
Sauren werden selbst in minimalen Mengen nicht gebilde’. 
Wir nehmen vorliiufig an, daB diese Bakterie der Gattun: 
Escherichia Castellani und Chalmers (1919) nahe steh: 

Die Mikroben 4a und 4d entwickeln eine intensive ‘i- 
rung nicht nur auf Traubenzucker, sondern auch auf Rolu- 
zucker. AuBer CO, und Athylalkohol entstehen hierbei Me- 
thylacetylcarbinol und Bernsteinsiure (etwa 0,3 g auf 15 g de: 
vergorenen Zuckers). Andere Sauren werden héchstens nur !! 
minimalen Mengen erzeugt. 

Siimtliche oben beschriebenen Mikroben vertragen schwac’ 
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saure Reaktion und sind wohl Begleiter der Hefe, da sie auch 
aus dem PreBsafte nach erfolgter Girung isoliert wurden. Es 
ist kaum zweifelhaft, daB alle diese Mikroben die Porzellan- 
filter in unsichtbarer Form passieren. Wir nehmen daher an, 
dab unsichtbare Formen der Giirungsmikroben an den im 
Macerationssafte stattfindenden Vorgiingen eine wichtige Rolle 
spielen. 

Wir sehen also, daB die zellfreie Girung im Macera- 
tionssafte keineswegs als bewiesen gelten kann. Ks ist viel- 
mehr zweifellos, daB unter den allgemein iiblichen Versuchs- 
bedingungen!) eine Garung der lebenden Zellen vor sich gehen 
kann. Es bleibt dahingestellt, ob gleichzeitig auch eine fer- 
mentative Girung im Safte existiert. Wir betonen den Um- 
stand, daB eine intensive Giirung in Gegenwart der michtigen 
in getéteten Hefezellen sowie in Hefesiften enthaltenen Sti- 
mulatoren durch ganz geringe Mengen der lebenden Zellen 
von Girungsorganismen hervorgerufen werden kann. 

Die ,starken Ausdriicke“, die einige Verfasser den Kin- 
winden Kostytschews und seiner Mitarbeiter gegeniiber- 
stellen’), sind wohl nicht am Platze, da die Frage der Exi- 
stenz der zellfreien Girung vom heutigen Standpunkte aus 
einer Revision bedarf. Will man diese Frage diskutieren, so 
ist folgendes in Betracht zu ziehen: 

1. Toluol ist beim Arbeiten mit Hefesiiften als antisep- 
tisches Mittel unwirksam. 2. Die modernen Ergebnisse der 
Mikrobiologie erheischen eine neue Kontrolle der Sterilitiit in 
Versuchen iiber zellfreie Gairung. Die Verfahren Buchners 
waren aber selbst zur Zeit der Zymaseentdeckung unzu- 
reichend: erstens wurden wenig geeignete Nihrmedien ver- 
wendet, zweitens wurden die Impfungen dieser Nihrmedien 
immer vor und nie nach der Girung ausgefiihrt. 3. Zymin 


') Die nicht filtrierten Sifte wurden immer mit den iiblichen To- 
luolmengen versetzt; auch in anderen Beziehungen verfuhren wir nach 
den allgemein geltenden Verfahren. 

*) Vgl. z. B. Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 203, S. 252 (1928). Die 
von Veriasser zum Beweis der Sterilitit des Hefesaftes verwendete 
Methode ist in mikrobiologischer Hinsicht ganz unzureichend. 
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besteht aus nicht getéteten Hefezellen. 4. Hefesifte enthalten 
auch in Gegenwart von Toluol girfahige Mikroben. 5. Die 
Girung kann man von Saft zu Saft iiberimpfen. 6. Ganz 
kleine Mengen von lebenden girfahigen Zellen kénnen in 
Gsegenwart des in Hefe enthaltenen Stimulators auBerordent- 
lich starke Girungen hervorrufen, Alle diese EKinwinde hat 
Buchner nicht beriicksichtigt. 

Es ist anderseits einleuchtend, daB die Tatsache der 
zellfreien Girung an sich nichts erklirt und nur als 
(srundlage der neuen Methoden dienen kann. Nachdem sich 
diese Methoden als brauchbar erwiesen, ist es eigentlich be- 
langlos geworden, ob die Hefe in ,,Zymasepriparaten“ ,.ge- 
totet“ oder ,,halbgetétet* ist. In dieser Hinsicht ist der Um- 
stand bezeichnend, daB die balnbrechenden Arbeiten Hardens 
und seiner Mitarbeiter zum groBben Teil mit Zymin, d. i. mit 
halbgetéteten Zellen, ausgefiihrt wurden. Beziiglich des Zy- 
mins hat Buchner wohl einen schweren Irrtum begangen. da 
er keine mikrobiologische Kontrolle am SchluB seiner Ver- 
suche ausfiihrte und daher die Wachstumsfahigkeit der Zymin- 
zellen nicht bemerkte. Wir selbst beabsichtigen auch 
kiinftighin mit Dauerhefe zu arbeiten; es scheint uns 
nur die Verwendung des Macerationssaftes bedenklich zu sein, 
und zwar in Anbetracht der obigen sowie der von Kostyt- 
schew und Chomitsch erhaltenen Resultate, besonders aber 
der neuen T'atsachen, die in einer anderen Mitteilung dargelegt 
werden, 

Aus obiger Darlegung ist ersichtlich, daB wir die Theorie 
der zellfreien Girung zwar fiir unbewiesen, aber nicht fur 
unwahrscheinlich halten. Wir glauben vielmehr, daB die bei 
der kritischen Priifung dieser Theorie erworbenen experimen- 
tellen Resultate, wie z. B. das Uberimpfen der Girung von 
Saft zu Saft, die merkwiirdigen Bedingungen der Zymi- 
helebung, die auBerordentlich starke Stimulierung der lebenden 
Hefezellen, sowie einige andere zum Teil noch unveréffent- 
lichte Ergebnisse ihre Bedeutung unabhiingig von der Richtig- 
keit oder Unrichtigkeit einer jeden Girungstheorie behalten 
werden. 

















Uber das Wachstumsvitamin A. 

1. Mitteilung: Vitamin A—Choleinsiure. 
Von 

T. Shimizu und T. Hatakeyama. 


Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Februar 129.) 


Vollwertige Nahrung setzt sich bekanntlich aus Eiweib, 
Kett, Kohlehydraten, Salzen und Vitaminen zusammen. Die 
eroBe Bedeutung, welche die Vitamine fiir die Ernihrung des 
Organismus besitzen und welche sicherlich nicht geringer ist 
als die des EiweiBes und der Salze, hat in einer umfang- 
reichen Literatur iiber diese Stoffe ihren Ausdruck gefunden. 
Trotz zahlreicher Arbeiten auf diesem Gebict ist es aber bis- 
her nur in einem einzigen Fall, beim Ergosterin') gegliickt, 
die chemische Natur der Vitamine niher kennen zu lernen. 

Osborne und Mendel?) haben gefunden, daB die Ver- 
suchstiere, die bei Verfiitterung der von ihnen angegebenen 
kiinstlichen Nahrungsmischung schwach und krinklich ge- 
worden waren und nicht mehr weiter wuchsen, bei Verwen- 
dung von Butter als Fettkomponente sich rasch erholten und 
wieder normales Wachstum zeigten. Diese T'atsache wurde 
von Mc. Collum und Davis?) bestitigt. 

Aus diesen Tatsachen zogen Osborne und Mendel den 
Schlu8, daB in der Butter eine wachstumférdernde Substanz 
erhalten sei. Da Butter fiir gewohnlich nur wenig Stickstoff 
enthilt, war zu erwarten, daB auch diese Substanz sich jeden- 
falls als stickstofffrei erweisen wiirde. DaB sie mit dem Butter- 


') Windaus, Diese Zs. Bd. 124, S. 8 (1928). 
*) Osborn u. Mendel, Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, 8. 423 (1913/1914). 
*) Collum u. Davis, Jl. of Biol. Chem. Bd. 19, S. 245 (1914). 
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fett selbst nicht identisch ist, ging aus den Untersuchungen 
von Funk und Mc. Allum!) hervor, welche zeigten, daB vol!- 
kommen gereinigtes, hoch erhitztes Butterfett die erwahnten 
Wirkungen nicht besitzt, daB aber das alkoholische Extrakt 
aus der urspriinglichen Butter hervorragend wirksam ist. 

Kine groBe Reihe von Arbeiten férderten das Ergebnis 
zutage, daB die Unterhaltung des Wachstums nicht durch 
einen, sondern durch zwei verschiedene Stoffe bewirkt wird. 
wovon der eine fettléslich ist und Vitamin B genannt wurde. 
Nach F. G. Hopkins iiben diese Stoffe nur dann eine 
giinstige Wachstumswirkung aus, wenn sie in einem bestimmten 
Mengenverhiltnis zur Verfiitterung gelangen, fiihren aber bei 
einseitiger Vermehrung der einen Komponente zu einer Schiidi- 
gung des Tieres. 

Das Vitamin A, also die fettlésliche Wachstumssubstanz, 
wurde bereits von Osborne und Mendel’) auBer in der Butter 
auch in Eigelb und Lebertran festgestellt. Andere Forscher 
fanden es dann auch im Korperfett der Fische und anderer 
Tiere auf. Dagegen kommt es in pflanzlichen Fetten nur in 
wenigen Fiillen und dann immer nur in sehr geringer Menge 
vor (Suzuki).4 

Es hat nicht an Versuchen getehlt, Vitamin A zu _iso- 
lieren. Von den Forschern, die sich mit dieser Aufgabe_ be- 
faBten, mégen J. C. Drummond), H. v. Euler und J. Linds- 
tal®, T. F. Zucker®, Dubin und Funk‘), Takashi, Ka- 
wakami, Nakamiya und Kitasato’), J. ©. Drumond. 
H. J. Chamon und K. H. Coward®) genannt werden. 


' Funk u. Me. Allum, Diese Zs. Bd. 92 S. 13 (1914). 
Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 401 (1914). 
)} Tokio Kagakkai Zassi Bd. 32, Nr. 1. 
‘) Biochem. J]. Bd. 19, Heft 6 (1925). ; 
Archiv kemi, mineral. geol. Bd. 8, Nr. 18, S. 1 (1922); Chem. Zb. 
Bad. 93, III, S. 443 (1922); Chem. Zbl. Bd. 95. IT, 5. 1816 (1924). 
*) Chem. Zbl. Bd. 95, I, S. 2284 (1924). 
) Chem, Zbl. Bd. 95, II, S. 1108 (1924). 
) Zaidan Hojin Rikagaku, Kenkkyugo, Japan T°. P. 566, 695 vo: 
25. 5%. 1923; Chem. Ztg. Bd. 48 (1924). 
*) Biochem. Jl. Bd. 19, Heft 6 (1925). 
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Die erwihnten japanischen Forscher isolierten aus dew 
Lebertran einen dreifach ungesiittigten zweiwertigen Alkoho! 
von der Formel C,,H,,0,, den sie Biosterin nannten und fiir 
das gesuchte Vitamin A hielten. Diese Substanz war licht- 
und luftempfindlich, optisch inaktiv, wirkte gegen ammoniaka- 
lische Silberlésung und gegen Fehlingsche Lésung reduzie- 
rend, gab mit EKisenchloridlésung und mit Phosphormolybdan- 
siure eine Blaufairbung. Bei der Liebermannschen Reak- 
tion trat anfangs eine indigoblaue und dann eine dunkel- 
braune Farbung auf. 

S. Jonemura’) fand im Jahre 1926, daB bei Verab- 
reichung des von ‘Takahashi erhaltenen Biosterins beim 
Hunde eine Vermehrung der Gallensiiure in der Galle aut- 
tritt. Wie zwei Jahre spiter K. Murakami?) zeigte, findet 
beim Kaninchen bei Vitamin A-freier Erniihrung allmihlich 
eine merkliche Verminderung der Gallensiure statt und zu- 
gleich stellen sich die typischen Erscheinungen der Avit- 
aminose wie Verringerung des Koérpergewichts, Xerosis und 
Haarausfall ein. 

Nun ist bekanntlich durch die Chromsaureoxydation des 
Pseudocholestans nach Windaus und Neukirchen®, die zu 
der gleichen Cholansiure fiihrt, die Wieland und Weil') aus 
Cholsiure erhalten hatten, der enge Zusammenhang zwischer 
Cholesterin und Gallensiure sichergestellt. Bereits Taka- 
hashi hatte die Vermutung ausgesprochen, daB im Vitamin A 
ein Sterin vorliege. Wir méchten diese Anschauung, im Ein- 
klang mit den von Windaus und Neukirchen, Wieland 
und Weil, von S. Jonemura sowie von kK. Murakami aut- 
gefundenen Tatsachen dahin moditizieren, daB das Vitamin A 
in naher chemischer Verwandtschaft sowohl zu den Steriner: 
als auch zu den Gallensiiuren steht. 

Nach der Ansicht von S. Jonemura geht das Vitamin A 
‘m Organismus in Gallensiure iiber. 


‘) The Journ. of Biochemistry Bd. 7, S. 101 (1927). 
*, The Journ. of Biochemistry Bd. 9, 8. S21 (1928). 
‘) Chem. Ber. Bd, 52, 8. 1915 (1919). 

*, Diese Zs. Bd. 80, S. 287, 296 (1912). 
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Ks gibt nur eine Méglichkeit, die Richtigkeit dieser An- 
schauung zu prifen: Die Durchblutung der iiberlebenden 
Leber mit einer Liésung von Vitamin A; hierbei wire dann 
in der Galle, die aus der durchbluteten Leber flieBt, das Auf- 
treten von Gallensiiure zu erwarten. 

Da nun aber Vitamin A nicht wasserléslich ist, waren 
wir gezwungen, es erst in eine wasserlésliche Form iiberzu- 
fiihren. Nach dem Wielandschen Choleinsiureprinzip ') werden 
nun bekanntlich wasserunlésliche Substanzen durch Anlage- 
rung an Desoxycholsiure in Gestalt gepaarter Salze leicht 
wasserlislich gemacht. Auf diesem Wege, also durch Addi- 
tion an Desoxycholsiure, ist es uns gelungen, Vitamin A- 
Choleinsiiure herzustellen, fiir die wir den Namen Gallosterin 
vorschlagen. 

Gallosterin krystallisiert in gelben, rosettenformigen 
Nadeln, die in Wasser unldéslich sind. Wegen seiner Schwer- 
léslichkeit in absolutem Ather oder in absolutem Chloroform 
ist das Gallosterin leicht vom freien Vitamin A und von 
Cholesterin abzutrennen. 

Der Schmelzpunkt der aus verdiinntem Alkohol umkry- 
stallisierten Substanz liegt bei 179°. Die spez. Drehung ist: 

||)’ = + 45° gegeniiber 57,02° fiir die reine Desoxycholsiure. 

Ks liegt also hier eine Erniedrigung des Drehwertes 
vor wie in zahlreichen anderen Choleinsiuren, z. B. bei der 
Stearin—Choleinséure, Acetocholeinsiure, Naphthalin—Cholein- 
siure, Lecithin—Choleinsiure. 

Natrium-, Kalium- und Calciumsalz des Gallosterins sind 
wasserléslich. Gallosterin enthilt 16,8°/, Vitamin A und ent- 
spricht der Formel (C,,H,,0,),C,,H,,0,-H,O. Es ist sehr be- 
merkenswert, daB das an sich sehr licht- und luftempfindliche 
Vitamin A in Verbindung mit Desoxycholsiure sehr bestiindig 
ist. Dieser Fall stellt eine Analogie dar zu dem von H. Wie- 
land’) entdeckten Verhalten des Benzaldehyds, der in Ver- 
bindung mit Desoxycholsiiure ebenfalls gegen Sauerstoff un- 
empfindlich ist. 

1) H. Wieland u. Sorge, Diese Zs. Bd. 97, S. 1 (1916). 

) a. a.%). 
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Wird Gallosterin in Xylol unter Kohlensiureatmosphiire 
etwa 40 Minuten gekocht, so verbindet sich das Xylol mit der 
Desoxylcholsiure und fillt als schwerlésliche Verbindung 
aus, Waihrend das Vitamin A in Freiheit gesetzt wird und in 
Lisung geht. 

Kin anderer Weg, auf dem man aus dem Gallosterin zum 
freien Vitamin A _ gelangt, ist die Hochvakuumdestillation: 
hierbei destilliert das Vitamin iiber und erstarrt nach dem 
Anreiben mit wenig absolutem Methanol in langen, nadel- 
férmigen Krystallen, die bei 187° unter schwacher Braun- 
firbung schmelzen, fiir die wir den Namen Vitosterin vor- 
schlagen. Die Substanz verschmiert mit Wasser, ist in 
absolutem Methyl- wie Athylalkohol schwer léslich, ebenso in 
Aceton, dagegen leicht léslich in Ather, Kssigester, Kisessig, 
sehr leicht léslich in Chloroform. Bei der Liebermannschen 
Reaktion tritt antangs eine violettrote, dann eine tief blutrote 
Farbung auf. Die Chloroformlésung bleibt hierbei vollkommen 
farblos, zum Unterschied vom Cholesterin und Sitosterin. 

Nach der Methode von Hanus wurden im Vitamin A 
zwel Doppelbindungen festgestellt; ebenso deutet die Wasser- 
stoffaufnahme bei der katalytischen Hydrierung in Eisessig mit 
Platinoxyd als Katalysator auf zwei Doppelbindungen hin. 

Da8 in dem Gallosterin tatsiichlich das wachstumsfor- 
dernde Vitamin A vorliegt, wurde durch mehrere Tierversuche 
bewiesen. Das Resultat dieser Versuche ist aus folgenden 
Tabellen ersichtlich. Die Untersuchung der physiologischen 
Wirkung des freien Vitamins, das auf die oben beschriebene 
Weise erhalten wurde, ist noch im Gange. Das Gallosterin 
besitzt eine wesentlich stirkere Wirkung als das Vitamin allein. 
Dies dirfte im Zusammenhang stehen mit dem enterohepati- 
schen Kreislauf der Gailensiure, den Schiff und Stadel- 
mann bewiesen haben und ferner mit den Ergebnissen von 
K. Misaki), K. Murakami?) A. Taku*) und T. Okamura’), 


') The Journ. of Biochemistry Bd. 8, 5, 285 (1927). 
?) The Journ. of Biochemistry Bd. 9, S. 261 (1928). 
*) The Journ. of Biochemistry Bd. 9, S. 299 (1928). 
*) The Journ. of Biochemistry Bd. 9, S. 271 (1928). 
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welche fanden, daB die Gallensiure im Organismus gegen das 
Adrenalin antagonistisch wirkt, indem nimlich die Zufuhr von 
(yallensiure in der Leber und im Muskel eine Vermehrung 
des Glykogens bedingt. 

Es scheint uns, daB die stirkere Wirkung des Gallo- 
sterins gegeniitber dem freien Vitamin davon herriihrt, daB die : 
(Jallensaure im Gallosterin das Vitamin in seiner Wirkung : 
unterstitzt. 


Experimenteller Teil. 
1. Vitamin A—Choleinsaure. . 
60 Hihnereier werden 3 Minuten lang gekocht. Nach 


dem Abschilen wird das EKigelb vom Eiweib abgetrennt und 
mit absolutem Ather bei gewdhnlicher Temperatur solange 


extrahiert, bis neuer Ather nicht mehr gelb gefirbt wird. JF 
Dann wird vom nicht Geldésten abfiltriert und der Ather bei 
gewolinlicher ‘l'emperatur unter Stickstoff verjagt. Der Riick- 
stand wird erneut mit Ather behandelt, wobei ein geringer 
Riickstand bleibt und der Ather nach dem Abfiltrieren wieder ! 
im Stickstoffstrom entfernt. Der sirupése Riickstand, den man 
so erhilt, wird nun 2 Stunden lang mit 2 Litern gesittigter 
alkoholischer Kalilauge unter Stickstoff am RiickfluBkiihler i 
erwirmt, wobei man soweit evakuiert, daB die Lésung bei 80 } 
etwa siedet. Nach Zusatz von 2 Litern warm gesiittigter, ‘ 
alkoholischer Calciumchloridlisung liBt man unter Umriihren { 
erkalten und trennt die ausgeschiedenen Calciumseifen durch e od 


Zentrifugieren oder Filtrieren ab. Im Filtrat wird das iiber- | L 
schiissige Calcium durch Einleiten von Kohlenséure ausgefallt. 
Hierauf wird im Vakuum im Stickstofistrom bei méglichst 


niedriger Temperatur der Alkohol verdampft und der Riick- J i 
stand mit Ather behandelt. Im Scheidetrichter laBt sich dann { 


unter Zusatz von Wasser eine iitherische Schicht erreichen; 
wihrend der wiBrige Teil vor allem Glycerin enthialt, geht in 

den Ather das Vitamin und Spuren yon Calciumseifen. Der ’ 
Ather wird nun im Scheidetrichter mit Salzsiure durch 
geschiittelt, wodurch die Calciumseifen in Calciumchlorid, das 
in die wiiBrige Schicht geht, und in Fettsiure gespalten werden. 
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Diese letztere wird dann aus dem Ather durch Schiitteln mit 
Sodalésung entfernt. Um eine leichtere Schichtentrennung zu 
erreichen, ist hierbei ein Zusatz von Alkohol vorteilhaft. Nach 
nochmaligem Waschen mit Wasser wird der Ather mit 
Natriumsulfat getrocknet und dann im Kohlensiiure- oder 
Stickstoffstrom im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird mit 
méglichst wenig absolutem Methanol versetzt, wobei sich beim 
Abkiihlen mit Eis Cholesterin ausscheidet, von welchem ab- 
tiltriert wird. Vom Filtrat wird nun wieder im Stickstoffstrom 
im Vakuum der Alkohol entfernt und mit dem dunkel orange- 
roten Riickstand die gleiche Operation zwei- bis dreimal 
wiederholt. 

Der Riickstand, den man schheBlich so erhalt, wird in 
der hundertfachem Menge absolutem Athylalkohol gelist, mit 
eingen T'ropfen Wasser versetzt und dann das 4,5fache seines 
Gewichts') an Desoxycholsiure zugegeben. Nachdem man auf 
dem Wasserbad zur 'l'rockne abgedampft hat, wird der Riick- 
stand im Exsiceator getrocknet und dann mit absolutem 
\thylalkohol erwirmt. Man setzt nun so lange warmes 
Wasser hinzu, bis die in der Lésung auftretende blaugriine 
iluoreszenz eben wieder verschwindet. Nach dem Stehen 
ber Nacht scheidet sich dann die Vitamincholeinsiiure in 
Form gelber, rosettenfOrmig angeordneter Nadeln aus, welche 
ubgesaugt und im Exsiccator getrocknet werden. Zur Ent- 
iernung von Cholesterin und von iiberschiissigem Vitamin wird 
die Vitamincholeinsiure mehrmals mit absolutem Ather oder 
ult absolutem Chloroform belandelt und dann aus wiibrigem 
Alkohol umkrystallisiert. 

Schmelzp. 179°. In Alkohol und Aceton leicht ldéslich; 
in Kisessig oder Essigsiiureanhydrid mibig léslich. In Chloro- 
iorm und Ather schwer lislich. Ausbeute etwa 3 g. 


Titration. 0,0798 g Substanz brauchten 17,05 cem 1/100 n-NaQOH, 
Indicator: Phenolphthalein. 





‘) Das Vitamin muB gegeniiber der Desoxycholsiure im Uberschub 
sein, es muB die zugegebene Desoxycholséiure vollkommen in Cholein- 
siure tibergefiihrt werden, da die Trennung von Desoxycholsiure und 
Choleinsiure iuBerst schwierig ist. 
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Aquivalent fiir (C,,H,,0,);-C.,;H,,O,-H,O (2380). 
Ber. 476 
Gef. 468 
Bei der Titration trat eine Entfirbung der gelben Lésung 
ein. Auf Zusatz von Salzsiiure fillt wieder die gelbe Sub- 
stanz aus. Beim Einengen der neutralen Lésung hinterbleibt 
das weibe Natriumsalz der Vitamincholeinsiure, das ‘uBerst 
hygroskopisch ist und an der Luft sofort zerflieBt. 
Analyse. Die Substanz wurde im Vakuum bei $0° getrocknet. 


I. 4,778 mg Substanz gaben 12,910 mg CO, und 4,52 mg H,0O. 


II. 4,900 mg - » 138,215 mg CO, ,, 4,51 mg H,O. 
Ber. C 73,69°/, H 10,42°/, 
Gef. I. ,, 78,71 10,59 
, IL ,, 78,58 y 10,30 


Spezifische Drehung: 1,4°/, alkoholische Lésung 
0,63 100 


f PO io 
L™p i i 


= + 45° 


2. Freies Vitamin aus der Choleinsaure mit Xylol. 

Die Vitamincholeinsiiure wird mit der zehnfachen Menge 
Xylol unter Kohlensiiture am RiickfluB 40 Minuten bis eine 
Stunde gekocht, wobei man soweit evakuiert, daB die Lésung 
bei etwa 80—90° siedet. Dabei fillt die Desoxycholsiure als 
Xylolcholeinsiure (Schmelzp. 183°) aus, wihrend das Vitamin 
in Lésung bleibt. Diese ausgeschiedene Xylolcholeinsiure 
wird abfiltriert. Das von Xylolcholeinsiuren befreite Xylol 
wird im Vakuum im Kohlensiurestrom bei méglichst niedriger 
Temperatur verjagt und der Riickstand in wenig absolutem 
Alkohol aufgenommen und stehen gelassen. Dann scheidet 
sich das Vitamin in farblosen Nadeln aus. 


3. Freies Vitamin aus der Choleinsaure 
durch Hochvakuumdestillation. 

1 g Gallosterin wird im Hochvakuum im _ Stickstofi- 
strom zunichst auf den Schmelzpunkt erhitzt und dann bei 
200—250° Badtemperatur das Vitamin iiberdestilliert. Das 
Destillat wird mit absolutem Ather aus der Vorlage heraus- 
gelist und nach dem Verjagen des Athers im Exsiccator mit 











cr 
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wenig absolutem Methanol oder absolutem Athanol versetzt. 
Das Vitamin krystallisiert hierbei in Form langer Nadeln vom 
Schmelzp. 187°. Die Substanz ist in Athylalkohol schwer lis- 
lich, in Chloroform, Ather, Eisessig leicht léslich. Bei der 
Liebermannschen Reaktion tritt zunichst eine orangerote, 
dann eine schwach violettrote Farbung auf und _ schlieBlich 
wird die Lésung blutrot. Die Chloroformschicht bleibt dabei 
vollkommen farblos. 

Analyse. Die Substanz wurde in der Trockenpistole getrocknet. 

4,476 mg Substanz gaben 13,28 mg CO, und 4,28 mg H,0O. 

Fir C,,H,,0, Ber. C 81°/, H 10,8°/, 

Gef. ,, 80,92 5 10,70 


4. Hydrierung der Vitamincholeinsaure. 


0,3 g Gallosterin werden in 25 ccm Eisessig gelést und 
mit 12 mg Platinoxyd bei 30—40° unter Wasserstoff ge- 
schiittelt. Wasserstoffaufnahme: 18 ccm bei 22° und 708 mm = 
15,4 ccm bei 0° und 760 mm. In einem Blindversuch wird 
die gleiche Menge Katalysator unter genau den gleichen Be- 
dingungen unter Wasserstoff geschiittelt und zeigt dabei eine 
Wasserstoffautnahme von 11,3 ccm H, bei 21° und 708 mm = 
9,8 ccm bei 0° und 760 mm. Gallosterin hat demnach 5,6 ccm 
H, aufgenommen. Dies entspricht genau 4 Atomen Wasser- 
stoff, also zwei Doppelbindungen im Molekiil. 

Nach dem Verjagen des Eisessigs im Vakuum wird das 
Hydrierungsprodukt mit Sodalésung versetzt, erschépfend mit 
Ather extrahiert, Ather mit Na,SO, getrocknet und verjagt. 
Hierbei bleiben 0,0481 g des Hydrierungsproduktes in Form 
eines gelben Oles zuriick. 


5. Bestimmung der Jodzahl der Vitamincholeinsaure. 


0,4257 g Gallosterin in einem Gemisch von 30 ccm Chloro- 
form und 8 ccm Kisessig gelést, mit 25 ccm Bromjodideisessig- 
lésung versetzt und 2/, Stunden lang unter fterem Um- 
schiittein stehen lassen. 

Dann wird mit n/10-Thiosulfatlésung und Starke bis zum 
Verschwinden der Jodreaktion titriert. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXII, 
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Verbrauch an Thiosulfatlésung: 45,5 ccm. In einem 
Blindversuch verbrauchten 25 ccm der gleichen Bromjodid— 
Kisessiglésung 52,3 ccm Thiosulfat. Demnach wurden von 
0.4257 g Gallosterin die 6,8 ccm n/10-Thiosulfatlésung ent- 
sprechende Menge Jod, das ist 86,4 mg Jod, aufgenommen. 
Daraus berechnet sich die Jodzahl zu 20,2 fiir Gallosterin 
oder zu 123 fiir das freie Vitamin. Die Jodaufnahme ent- 
spricht also zu 95,0 °/, der Theorie dem Wert fiir zwei Doppel- 


bindungen. 
Tierexperimente. 


Als Versuchstiere wurden junge Miause verwendet. Da 
diese ein kleines Kérpergewicht und einen regen Stoffwechsel 
besitzen, treten Ernihrungsstérungen sehr rasch und deutlich 
auf, so daB es moglich ist, innerhalb sehr kurzer Zeit die 
Entwicklung des Tieres zu beobachten. Als weiterer Vorteil 
kommt hinzu, daB diese Tiere gleich dem Menschen Omnivoren 
sind und wenig Nahrung beanspruchen, was bei der Schwie- 
rigkeit der Herstellung der kiinstlichen Nahrungsmischung sehr 
wichtig ist. 

Die Tiere wurden einzeln in Drahtkafigen untergebracht, 
deren Boden, aus einem Drahtnetz bestehend, sich einige 
Zeutimeter tiber der Unterlage befand, um zu verhindern, dab 
die Tiere ihre Exkremente fressen. 

Das Koérpergewicht der verwendeten Tiere betrug 6—9 g. 
Um das Tier auf seinen Gesundheitszustand zu priifen, wurde 
es vor dem eigentlichen Versuche etwa 10 Tage lang mit 
einer Standardnahrung gefiittert und seine Entwicklung beob- 
achtet. 

Die Versuchstiere wurden in folgende 5 Gruppen ein- 
geteilt: Die erste Gruppe wurde mit Vollnahrung gefiittert, 
die sich aus folgenden Bestandteilen zusammensetzte: Pulver 
aus ungereinigtem Reis 10 g, ungereinigtes Casein 1 g, Salz- 
mischung 0,4 g, Vitamin B nach Suzuki 0,1 g. 

Die zweite Gruppe wurde vitamin-A-frei ernibrt. Die 
hier verwendete Nahrung bestand aus 10g Pulver vou ge- 
reinigtem Reis, 1g gereinigtem Casein, 0,4 g Salzmischung. 
U,1 g Vitamin B nach Suzuki. Nach dem ersten Auftrete” 

















Uber das Wachstumsvitamin A. 67 


der Avitaminoseerscheinungen wurde dieser Nahrung 0,23 bis 
0,42 mg Gallosterin zugesetzt. 

Die dritte Gruppe wurde mit der gleichen Nahrungs- 
mischung wie die zweite Gruppe ernihrt, nur wurde hier von 
Anfang an 0,3 mg Gallosterin zugesetzt. 

Die vierte Gruppe bekam die gleiche Vollnahrung wie 
Gruppe 1, auBerdem aber wurde hier dem Futter 0,25 mg 
)esoxycholsiure beigemischt. 

Die fiinfte Gruppe endlich wurde genau wie die zweite 
ernahrt, nur wurden auch hier 0,25 mg Desoxycholsiiure der 
Nahrungsmischung zugegeben. 

Der gereinigte Reis wurde auf folgendem Wege erhalten: 
Pol. Reis wurde zuerst gut mit Wasser gewaschen, dann pul- 
verisiert, mit Alkohol und hierauf mit Ather griindlich ge- 
schiittelt und getrocknet. Der so erhaltene Reis wurde dann 
noch 24 Stunden lang am Soxhlet mit Ather extrahiert. 

Das Casein wurde gereinigt, indem es in schwach alka- 
lischem Wasser gelést und aus dieser Liésung mit verdiinnter 
Salzsiure ausgefallt wurde. Die Fallung wurde griindlich mit 
Wasser ausgewaschen und dann die ganze Operation drei bis 
viermal wiederholt. Das so erhaltene Produkt wurde genau 
wie oben der Reis mit Alkohol, dann mit Ather geschiittelt 
und schlieBlich am Soxhlet mit Ather behandelt. 

Die Salzmischung wurde nach Mc. Collum hergestellt. 
Die (bei Gruppe 4 und 5) gegebenen 0,25 mg Desoxychol- 
siure entsprechen genau der Menge Desoxycholsiure, die in 
0,3 mg Gallosterin enthalten ist. 

Die Nahrungsmenge, die die Tiere zu sich nahmen, war 
bel verschiedenen Tieren entsprechend ihrem verschiedenen 
Kérpergewicht und ihrem Erniihrungszustand verschieden, sie 
wechselte aber auBerdem noch bei ein und demselben Tier. 

Die durchschnittliche Nahrungsmenge betrug im ‘l'ag 3 
bis 4 g, 

Diese 3—4 g wurden am Morgen den Tieren aller finf 
Gruppen verabreicht, nachdem man sie vorher gewogen und 
‘hren Ernihrungszustand genau beobachtet hatte. 

Jede dieser fiinf Gruppen bestand aus fiinf Tieren. 


5* 
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Versuchsergebnisse. Ungefihr die Halfte der Tiere 
ist vor dem Versuch gestorben, entweder an Pneumonie oder 
anderen, unbekannten Todesursachen, besonders die vitamin- 
A-frei ernihrten Tiere der zweiten Gruppe. Der Versuci: 
wurde, jedesmal mit der gleichen Anzahl Tiere, dreimal 
wiederholt. 

Die vollwertig ernihrten Tiere der ersten Gruppe zeigen 
allmihlich Gewichtszunahme und sind lebhaft (Kurve 1). 
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Fig. 1. 
10,0 g Salzmischung...... 0,4 ¢g 


Ungereinigter Reis... 
Vitamin B (Orizanin) . Ol g 


Ungereinigtes Casein . 10g 

Die vitaminfrei ernihrten Tiere der zweiten Gruppe zeige! 
zunichst ebenfalls Gewichtszunahme, aber nach 10—30 Tage: 
tritt eine Verringerung des Kérpergewichts ein, die Tiere ver- 
lieren ihr lebhaftes Wesen, sie fressen nur noch wenig, der 
Haarglanz verschwindet und es tritt Haarausfall auf. Die 
Tiere werden lichtscheu, sie 6ffnen die Augen nur noch 21 
einem schmalen Spalt, die Hornhaut wird matt und es setz! 
eine gesteigerte Augensekretion ein. 

Wird nach dem Auftreten dieser typischen Erscheinunge! 
Gallosterin verfiittert, so wird das Tier schon nach einige! 
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‘agen wieder lebhafter, sein Koérpergewicht nimmt zu und 
allmiiblich verschwinden die Avitaminoseerscheinungen (Kurve 2). 
































Fig. 2. 
Polierter Reis ..... 100g Salzmischung ..... O48 
Gereinigtes Casein... 10g Vemma BD. . . ees O,lg 


Gallosterin 0,23 —0,42 mg 
Ziffern zeigen die aus Gallosterin berechnete Menge von Vitamin-A in mg. 
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Fig, 3. 
Polierter Reis ..... 10,0¢ Salzmischung. .... . 0,4 ¢g 
Gereinigtes Casein .. i1,0¢g Vicanan Bo 4 6s 6 Si 0,1 g 


Gallosterin 0,3 mg 


Die von Anfang an mit Gallosterin gefiitterten Tiere der 
1° . ‘. i : 
dritten Gruppe sind wie in der ersten Gruppe munter, zeigen 
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einen guten Ernahrungszustand und eine allmiéhliche Gewichts- 
zunahme (Kurve 3). 
Ebenso gedeihen die mit Vollnahrung und Desoxychol- 
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Fig. 4. 
Ungereinigter Reis .. 10,0g Salzmischung...... 0,4 ¢ 
lingereinigtes Casein . 1,0g Vitamin B ....... Ol g 
Desoxycholsadure 0,25—0,35 mg 
| 
Verfutterung stage 
A Z 3 & 5 6 ?, 
} 
9 y ~ 
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Fig. 5 
Polierter Reis ..... 10,08 Salzmischung...... 0,4 ¢ 
Gereinigtes Casein... 10g Viemin B .. 2 esa O,1g 


Desoxycholsdure 0,25—0,35 mg 
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siure gefitterten Tiere der vierten Gruppe sehr gut, genau 
wie die Tiere der ersten Gruppe (Kurve 4). 

Die vitamin-A-frei, aber mit Desoxycholsiiure ernihrten 
Tiere der fiinften Gruppe bekamen Durchfall, rasche Gewichts- 
abnahme und sind ohne Ausnahme nach 4—6 Tagen gestorben. 
Die Sektion ergab bei einigen Tieren Pneumonie, bei anderen 
katarrhalische Darmentziindung, wieder bei anderen war im 
Magen das Auftreten von Galle zu beobachten. Merkbare 
Veranderungen anderer Organe waren nicht festzustellen. Die 
Sterblichkeit der Tiere dieser Gruppe diirfte zum Teil durch 
die Desoxycholsiure bedingt sein, die viel starker giftig ist als 
die Choleinséure (Kurve 5). 

Aus diesen Versuchsergebnissen folgt, daB im Gallosterin 
tatsachlich das Vitamin A enthalten ist; ferner daB die Des- 
oxycholsiure keinerlei Giftwirkung ausiibt, wenn sie mit voll- 
wertiger Nahrung verfiittert wird, daB sie hingegen giftig ist, 
sobald sie mit vitamin-A-freier Nahrung verabreicht wird. 

Ks zeigte sich, daB eine Dosis von 0,23 mg Gallosterin 
pro Tag bei den avitaminosen Tieren die Gewichtsabnahme 
und die Avitaminoseerscheinungen nicht aufhalten konnte. 
Hingegen waren 0,3—0,42 mg Gallosterin vollkommen aus- 
reichend, um bei den Tieren wieder eine Gewichtszunahme 
und das Aufhéren der Avitaminoseerscheinungen zu bewirken. 


Fiir die freundliche Uberlassung des Ausgangsmaterials 
méchten wir dem Physikalisch-chemischen Institut in Tokio 
unseren verbindlichsten Dank aussprechen. Ebenso sind wir 
Herrn Dr. Braun fir die liebenswiirdige Hilfe bei dieser 
Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 














Uber Githagenin und Githaginsdure. 
2. Mitteilung 
iiber die Bestandteile des Kornradesamens, 


Von 


E. Wedekind und W. Schiecke. 





Aus dem Chemischen Institut der Forstlichen Hochschule in Hann.-Miinden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Februar 1929.) 


In einer friiheren Mitteilung*) haben Wedekind und 
Krecke iiber die Ergebnisse ihrer Untersuchung des aus dem 
,.Sapogenin® Singers und Brandls dargestellten Aglucons 
berichtet. Sie erhielten durch Erhitzen des Githagins mit 
$8—5°/,iger Schwefelsiure im Autoklaven bei 145—150° ein 
vollig zuckerfreies Produkt, das sie Githagenin nannten. Sie 
erteilten ihm die Formel C,,H,,0, und stellten fest, daB es 
gesittigten Charakter besitzt, neutral reagiert und optisch 
aktiv ist. Es ist eine wohlkrystallisierte Substanz, die bei 
286—287° schmilzt. 

Von den vier im Molekil vorhandenen Sauerstoffatomen 
gehért eines eiier Ketogruppe an, da sich unschwer ein 
krystallisiertes Oxim und Semicarbazon darstellen lieB. Zwei 
weitere Sauerstoffatome sollten als alkoholische Hydroxyl- 
gruppen vorhanden sein. Die analytischen Daten der Acetyl- 
bestimmung des aus dem Githagenin gewonnenen Acety!- 
derivates — auf 1 Mol Acetylgithagenin wurden 2 Mol Alkali 
verbraucht — schienen auf die Anwesenheit zweier Hydroxyl- 
gruppen hinzuweisen. Da sich das vierte Sauerstoffatom durch 
keine charakteristische Reaktion nachweisen lieB, wurde es in 
itherartiger Bindung angenommen. 

Durch vorsichtige Oxydation des Githagenins mit Chrom- 
siure in Eisessig nach Kiliani erhielten Wedekind und 
Krecke eine krystallisierte Siiure der Formel C,,H,,0,. welche 


!) E. Wedekind u. R. Krecke, Diese Zs. Bd. 155, S. 122 (1926). 
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sich als Diketomonocarbonsiiure erwies und die sie Githagin- 
siure nannten. Durch die Darstellung eines Dioxims wurde 
die neue Siure niher charakterisiert. 

Zu weiteren Abbauversuchen am Githagenin schien uns 
die Githaginsiure das geeignete Ausgangsmaterial darzustellen. 
Wir wiederholten deshalb die Chromsiiureoxydation und er- 
hielten eine Saéure, die in ihren Eigenschaften mit den von 
Wedekind und Krecke fir die Githaginsiure angegebenen 
iibereinstimmte, die jedoch bei der Analyse Werte ergab, 
welche die Formel C,,H,,O, wahrscheinlich machten. Durch 
Ausfihrung der Oxydation mit Chromsiureanhydrid in Kis- 
essig bei 70—80° lieB sich die Ausbeute an Githaginsiiure 
verbessern. Die Richtigkeit der zuletzt angegebenen Formel 
konnten wir durch die Analyse des prachtvoll krystallisierten 
Methylesters bestitigen. Die Githaginsiure ist :ne einbasische 
Siure, in der Kilte verbraucht 1 Mol Siure 1 sfol Alkali und 
zwei weitere Sauerstofiatome lieBen sich — wie bereits von 
Wedekind und Krecke angegeben — durch die Darstellung 
eines Dioxims, sowohl der Githaginsiure selbst, wie auch ihres 
Methylesters, als Ketonsauerstoff nachweisen. Die beiden rest- 
lichen Sauerstoflatome gehéren einer Lactongruppe an; in der 
Hitze werden fiir 1 Mol Githaginsiure 2 Mol Alkali verbraucht. 
Die Githaginsiiure ist also eine Diketo-lacton-monocarbon- 
saure. 

Das Githagenin selbst entspricht der Zusammensetzung 
U,,H,,0,- Nach sorgfaltiger Reinigung’) erhielten wir aus den 
Spaltungen ein Praiparat, das unter Gelbfirbung und Zersetzung 
bei 297° schmolz und dessen analytische Daten auf diese Zu- 
sammensetzung stimmten. Es scheint uns bemerkenswert, dab 
das Githagenin, sofern man die 'l'emperatur nicht iiber 260° 
steigen laBt, im Hochvakuum unzersetzt sublimierbar ist. Auch 
im Githagenin selbst ist eine Lactongruppe vorhanden; in der 
Hitze verbraucht es 1 Mol Alkali. Die beiden restlichen Sauer- 
stoffatome gehéren einer Ketogruppe und einer sekundiren 
Alkoho!gruppe an. Die Ketogruppe wurde bereits von Wede- 


') Vgl. Versuchsteil. 
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kind und Krecke durch die Darstellung eines Oxims und 
Semicarbazons nachgewiesen. Das aus dem Githagenin dure); 
Erhitzen mit Essigsiiureanhydrid gewonnene Acetylderivat er- 
gab bei der Analyse die fiir ein Monoacetylderivat berechneten 
Werte. Der von Wedekind und Krecke gefundene Ver- 
brauch von 2 Mol Alkali fir 1 Mol Acetylgithagenin, aus dem 
auf die Anwesenheit zweier Hydroxylgruppen geschlossen wurde, 
setzt sich zusammen aus dem Verbrauch eines Mols Alkali zur 
Verseifung der Acetylgruppe und eines zweiten Mols Alkali zur 
Offnung des Lactonringes. Damit ist die Funktion der Sauer. 
stoffatome aufgeklirt: das Githagenin ist ein Oxy-oxolacton. 

im Verlaufe der Aufarbeitung des alkoholischen Extraktes | 
stieBen wir auf einen bei 346° schmelzenden Ko6rper, aut 
dessen niihere Untersuchung einstweilen aus Mangel an Material 
verzichtet werden muBte. Die Analyse ergab, daB es sich 
nicht um ein isomeres Githagenin handelt. Der Kohlenstofi- 
und Wasserstoffgehalt war niedriger als der des Githagenins.’ 

Bei der Oxydation des Githagenins mit Chromsiure ent- 
steht, wie bereits oben erwihnt, unter Verlust von 2 Wasser- 
stofiatomen eine Diketo-lacton-monocarbonsiure der Forme! 
C,,H,,0,, die Githaginsiiure. Ihre Bildung ist wohl so zu 
deuten, daB im Githagenin die Alkchol- oder die Ketogruppe 
in Nachbarstellung zu einem tertiiir gebundenen Kohlenstoffatou 
steht, welches 2 Ringen gemeinsam ist. Unter Ringsprenguny 
entsteht aus einer digser Gruppen das Carboxyl, wihrend das 
tertiir gebundene Kohlenstoffatom in die Ketogruppe iibergeht. 








CH, CQ CH, COOH 
i i i 
H,C CH CH, H,C CO CH, 
| | | 
H.C CH CHOH H,C CH CO 
ae ee i ee gle 
CH CH CH CH 
ce [| 
CioH,,0. C,,H,,0, 
Githagenin. Githaginsiiure. 


') Vgl. Versuchsteil. 


*) Auffallenderweise besitzt dieser Kérper die gleiche Zusamme! 
setzung wie das von Karrer beschriebene, bei 326° schmelzende A!! 
sapin, vgl. Karrer u. Fioroni, Helvet. Chim. Acta Bd. 7, 8. 789 (1924 




















Cher Githagenin und Githaginsiiure. 


Der Methylester der Githaginsiiure ist im Hochvakuum 
unzersetzt destillierbar; es befindet sich also wahrscheinlich 
in y- oder 0-Stellung zur Carboxylgruppe keine Ketogruppe. 
Die Tatsache jedoch, daB die Githaginsiiure gegen kochendes 
methylalkoholisches Alkali und gegen ein Gemisch gleicher 
Teile Salzsiure und Eisessig in der Siedehitze unbestindig ist, 
spricht dafiir, daB sich die Alkohol- und die Ketogruppe im 
Githagenin in demselben Ring befinden und daB sie zueinander 
in @- oder f-Stellung stehen. Es gelang uns leider nicht, die 
entstandenen Reaktionsprodukte in krystallisierter Form zu 
isolieren, da uns zu wenig Ausgangsmaterial zur Verfiigung 
stand. 

Uber die Stellung der Lactongruppe kénnen wir noch 
keine sicheren Angaben machen, doch erscheint es auf Grund 
des Verhaltens des Githagenins bei der Alkalischmelze méglich, 
daB sich die Lactongruppe in einer Seitenkette befindet. Uber 
diese Versuche, die noch nicht abgeschlossen sind, wird spiter 
berichtet werden. 

In einer Untersuchung iiber das Endsapogenin der Quillaja- 
siiure iituBerte Windaus?‘) die Ansicht, daB eine Reihe von 
Kndsapogeninen wie das Hederagenin, das Albsapogenin, das 
Quillajaendsapogenin u. a. chemisch sehr nahe verwandt seien. 
Ks erscheint uns interessant, auf Grund der bisherigen Er- 
gebnisse das Githagenin mit anderen Endsapogeninen zu ver- 
gleichen und es fallt hierbei vor allem die Abnlichkeit mit 
zwel anderen Sapogeninen auf, die ebenso wie das Githagenin 
29 Kohlenstoffatome im Molekiil enthalten. 

Aoyama’) isolierte aus der Chamellia japonica ein Sapo- 
genin der Formel C,,H,,0,. Es enthilt ebenso wie das Githa- 
genin eine Ketogruppe und einen Lactonring und unterscheidet 
sich von ihm nur durch den Mehrgehalt einer Hydroxylgruppe. 
Man kénnte also das Sapogenin der Chamellia japonica als 
ein Githagenin auffassen, in dem 1 Wasserstoffatom durch eine 
Hydroxylgruppe ersetzt ist. Denkt man sich den Lactonring 
des Githagenins zur Oxysiiure aufgespalten, so kommt man 


ees 


') Windaus, Hampe u. Rabe, Diese Zs. Bd. 160, 8, 301 (1926). 
*) Aoyama, Ref. Chem. Zbl. Bd. 100, S. 248 (1929). 
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zu einer Dioxy-oxo-monocarbonsiiure der Zusammensetzung 
©, ,H,,0,, die dem von Windaus, Hampe und Rabe!) nither 
untersuchten Endsapogenin der Quillajasiure isomer ist. Man 
kann sowohl das Githagenin, wie auch das Sapogenin der 
Chamellia und das Endsapogenin der Quillajasiure sich ab- 
geleitet denken von einem gesittigten Kohlenwasserstoff der 
Formel C,,H,,, der in seinem Molekiil fiinf hydrierte Ringe 
enthalten muB. 
Versuchsteil. 

Aufarbeitung des alkoholischen Extraktes der Samen 

auf Githagenin. 

200 g des alkoholischen Extraktes wurden mit 400 ccm 
Wasser gut verriihrt und zur Entfernung der letzten Reste 
fetter Ole 3mal mit Ather ausgeschiittelt. Die wiBrige Losung 
wurde nach dem Verdampfen des gelésten Athers mit 400 ccm 
10 °/,iger Schwefelsiure versetzt und 1 Stunde unter andauern- 
dem Riihren zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten wurde 
das abgeschiedene Prosapogenin abkoliert und gut mit Wasser 
ausgewaschen. Das noch feuchte Produkt wurde nun mit 
400 ccm 3°/,iger Schwefelsiure angeriihrt und im Autoklaven 
3 Stunden lang auf 145—150° erhitzt. Nach dem Erkalten 
wurde die braun gefirbte, pulvrig gewordene Masse von der 
braunen Zuckerlésung getrennt, mit Wasser ausgewaschen und 
zum Trocknen auf ‘l'on gestrichen. Der graubraun gefirbte 
Rickstand wurde mit niedrig siedendem Petrolither 1 Stunde 
lang ausgekocht und nach dem T'rocknen mit heiBem Aceton 
erschépfend extrahiert. Die tiefbraun gefiirbte Lésung wurde 
mit Tierkohle bis fast zur Entfirbung gekocht, die nur noch 
hellgelb gefirbte Lisung eingeengt und in der Hitze vorsichtig 
bis zur beginnenden Triibung mit Wasser versetzt. Beim Er- 
kalten schied sich das Githagenin in dinnen biischelférmig 
angeordneten Niidelchen aus. Die Ausbeute an Githagenin 
war schwankend und betrug im Hoéchstfalle 14 g Githagenin, 
im Mindestfalle 8 ¢ Githagenin aus 30 kg Samen. Ob die 
wechselnde Ausbeute mit der Qualitit des Samens zusammen- 
hing, vermochten wir nicht festzustellen. 


1) A. a. O. 


























Uber Githagenin und Githaginsiiure. 


Neben dieser oben beschriebenen Spaltung iiber das Pro- 
sapogenin wurde auch versucht, die Spaltung in einem Ar- 
beitsgange nur durch Erhitzen des aikoholischen Extraktes 
im Autoklaven durchzufiihren. Es zeigte sich jedoch hierbei, 
daB die Spaltung tiber das Prosapogenin der direkten Spaltung 
bei weitem vorzuziehen ist, sowohl was die Menge als auch 
die Reinheit des erhaltenen Githagenins anbelangt. Auf Grund 
dieser Erfahrung wurde daher die Spaltung ausschlieBlich iiber 
das Prosapogenin vorgenommen. 

Das aus der Acetonlésung abgeschiedene, rein weil ge- 
farbte Githagenin wurde sodann zur Entfernung geringer darin 
enthaltener saurer Anteile') mit 5°/,iger Kalilauge etwa 
1 Stunde auf dem Wasserbade erhitzt. Nach dem Erkalten 
wurde abgesaugt, der Riickstand mit Wasser gut ausgewaschen 
und auf dem Wasserbade getrocknet. Durch das Erhitzen 
mit Kalilauge wird der vorher in Aceton spiclend leicht lés- 
liche Kérper in Aceton unléslich. Er wurde nach dem T'rocknen 
mit Aceton extrahiert, mit verdiinnter Schwefelsiiure angesiuert 
und in Ather aufgenommen. Die iitherische Liésung wurde 
getrocknet, der Ather abgedampft und der hinterbleibende 
Riickstand aus verdiinntem Athanol, verdiinntem Aceton und 
wiBrigem Kisessig umkrystallisiert. 

Das so gereinigte Githagenin schmilzt unter Gelbfairbung 
und Zersetzung bei 297°. Es ist in Athanol, Methanol, Kis- 
essig, Aceton und Essigester leicht léslich; schwer léslich in 
wiBrigem Alkohol und verdiinntem Kisessig. Im Hochvakuum 
ist es unzersetzt sublimierbar, sofern man die T’emperatur nicht 
liber 260° steigen laBt, andernfalls zersetzt es sich unter 
Bildung eines gelben Glases. 

4,969, 5,205, 5,031, 4,833 mg Substanz gaben 13,940, 14,520, 14,025, 
13,485 mg CO,, 4,34, 4,51, 4,45, 4,18 mg H,O. 


Cy oH yO, 
Ber. C 76,32 °/, H 9,64 %/, 
Gef. ,, 76,51 76,08 76,03 76,06°/,  ., 9,77 9,69 9,89 9,68 °%. 


Titration in der Hitze. 0,2464, 0,4086 g Substanz verbrauchten 
2.68, 4,29 eem 0,2 n-Kalilauge. 


") Wedekind u. Krecke, a. a. O. 














kL. Wedekind und W. Schicke. 


es 456 
Aquivalentgewicht: C,)H,,0, — Ber. 456 Gef. 458, 474. 


Das Githagenin wurde, wie oben beschrieben, zur Ent- 
fernung saurer Anteile mit 5 °/,iger Kalilauge erhitzt und die 
unlésliche Kaliumverbindung mit Aceton extrahiert. Die Aceton- 
lésung wurde in Wasser eingegossen, mit verdiinnter Schwefel- 
siiure angesiiuert und der ausgefallene Niederschlag in Ather 
aufgenommen. Nach dem Abdestillieren des Athers wurde 
der verbleibende Riickstand aus verdiinntem Athanol frak- 
tioniert krystallisiert. Es wurde hierbei ein Koérper vom 
Schmelzp. 337° erhalten, der nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren aus verdiinntem Athanol konstant bei 346° schmolz. Er 
krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in feinen, blendend weifen 
Blattchen. Eine niihere Untersuchung war wegen der geringen 
zur Verfiigung stehenden Substanzmenge leider nicht médglich. 

4,730 mg Substanz gaben 12,860 mg CO,, 4,00 mg H,0. 

Gef. C 74,15 °/, H 9,46 °/, 

Aus der Kalilauge wurden beim Ansauern geringe Mengen 
nicht ganz reinen Githagenins gewonnen. 

Acetylgithagenin. 1g Githagenin wurde mit 1 g ent- 
wiissertem Kaliumacetat und 20 ccm Hssigsiureanhydrid 2 Stdn. 
unter Riickflu8 gekocht. Nach dem Erkalten wurde in viel 
Wasser eingegossen und unter hiufigem Umschiitteln 2 Stunden 
stehen gelassen. Das zuniichst dlig ausfallende, schlieBlich 
aber fest werdende Acetylderivat wurde in Ather aufgenommen. 
Die iitherische Lésung wurde mehrmals mit Wasser durch- 
geschiittelt, getrocknet und der nach dem Abdestillieren des 
Athers verbleibende Riickstand in Hisessig gelést. Die Lésung 
wurde in der Kilte mit Wasser bis zur starken Triibung ver- 
setzt und diese mit Ather wieder beseitigt. Beim langsamen 
Verdunsten an der Luft schied sich das Acetylderivat in derben 
Krystallen aus. Zur Reinigung wurde es mehrmals aus Benzol 
umkrystallisiert. Es krystallisiert aus Benzol in feinen Nidel- 
chen, die bei 180° zu sintern beginnen, um bei 187—188° zu 
schmelzen. 

Aus 1 g Githagenin wurden 0,5 g des Acetylderivates ge- 


wonnen., 
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Uber Githagenin und Githaginsiiure. 


4,654 mg Substanz gaben 12,705 mg CO,, 3,88 mg H,O. 
Cy9H,,0,- COCH, Ber. C 74,70 °, H 9,28 °/, 
Gef. ,, 14,45 , 9,32 


Githageninsemicarbazon. Jie Darstellung geschah 
in der von Wedekind und Krecke angegebenen Weise.') 
lias Semicarbazon schmilzt bei 292°. 

5,207 mg Substanz gaben 13,44 mg CO,, 4,50 mg H,0. 


CpH,,0,-N-NH-CONH,%) Ber. © 70,12 °/, H 9,23°, 
Gef. ,, 70,40 » 9,67 


Oxydation des Githagenins mit Chromsaure. 

1 g Githagenin wurde in etwa 150 ccm KEisessig geldést 
und in der Kalte allmihlich mit einer Lésung von 2,5 g Chrom- 
siureanhydrid in wenig Wasser und Eisessig versetzt. Nach- 
dem die Chromsiurelésung hinzugegeben war, wurde das Ge- 
misch auf dem Wasserbade '/, Stunde auf 70—80° erwirmt. 
Nach dem Abkihlen auf etwa 40° wurde die iberschiissige 
Chromsiure mit Alkohol reduziert und die Lésung in viel 
Wasser eingegossen. Das ausfallende Reaktionsprodukt wurde 
in Ather aufgenommen und in bekannter Weise in sauren und 
veutralen Anteil getrennt. 

Beim Ansiiuern des Sodaauszuges mit verdiinnter Schwefel- 
siure fielen reichliche Mengen einer Siiure aus. Der Nieder- 
schlag wurde in Ather gelést, der Ather nach dem Trocknen 
abdestilliert und der verbleibende, dlige, gelb gefirbte Riick- 
stand in Athanol gelést. Die alkoholische Lésung wurde in 
der Kalte bis zur starken Triibung mit Wasser versetzt, die 
mit Aceton wieder beseitigt wurde. Beim Stehenlassen an der 
Luft schied sich die Githaginsiure in langen Nadeln aus, die 
aus verdiinntem Athanol umkrystalliert wurden und dann bei 
~23—224° schmolzen. 

Aus den Mutterlaugen scheidet sich nach dem Abfiltrieren 
der Githaginsiure ein gelbes Ol aus, dessen Krystallisation 
bisher nicht gelang. 

) & & ©, 

*) Die Stickstoff bestimmung des Semicarbazons wurde bereits von 
Kreeke ausgefiihrt. 


Ber. N 8,18 %, Gef. N 7.95 %/, 
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Nach dem Abdampfen des Athers von dem neutraley 


Anteil der Oxydation hinterblieb ebenfalls ein gelbes Ol, au: 


dessen Untersuchung wegen seiner geringen Menge verzichte: 


werden muBte. 

Die Githaginsiure ist in Ather, Aceton, Methanol, Athanol 
und Eisessig leicht léslich; schwer léslich in waBrigem Alkoho), 
verdiinntem Hisessig und Petroliither. Gegen methylalkoholische 
Kalilauge und gegen ein Gemisch gleicher Teile Salzséiure und 
Hisessig ist sie in der Siedehitze unbestindig. 

Aus | g Githagenin wurden 0,25 g reiner Siiure erhalten, 

4,890, 5,159 mg Substanz gaben 12,800, 13,470 mg CO,, 3,82 
4,02 mg H,0. 

C,.H,,0, Ber. C 7160°/, H 8,64 °/, 
Gef. ,, 71,42 71,349, ,, 8,73 98,73, 

Titration in der Kilte. 17,04 mg Substanz verbrauchten 
0,295 ecm 0,0485 n-Kalilauge. 0,3526 g Substanz verbrauchten 3,68 cem 
0,2 n-Kalilauge. 

Aquivalentgewicht: C,)H,.0, = Ber. 486 Gef. 492, 479. 

Titration in der Hitze. 0,1633 g Substanz_ verbrauchte: 
3.22 ccm 0,2 n-Kalilauge. 
CrpH 20; 

2 


_ 


Aquivalentgewicht: Ber. 243 Gef. 263. 


Methylester. Der Methylester wurde mit Diazomethan 
in der iiblichen Weise bereitet. Er krystallisiert aus ver- 
diinntem Athanol in prachtvoll glinzenden Nadeln und schmilzt 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Hisessig 
und verdiinntem Alkohol bei 206—207°. 

5,041, 0,810 mg Substanz gaben 13,320, 2,141 mg CO,, 4,02. 
0,632 mg H,Q. 

C40, jer. C 72,00 °/, H 8,80 °%/, 

Gef. ,, 72,06 72,11°/, » 8,92 8,73 %/, 

Im Hochvakuum ist der Githaginsiuremethylester un- 
zersetzt destillierbar. Bei 0,01 mm Druck destillierte bei etwa 
260° ein gelbes Ol iiber, welches im Retortenhals glasig er- 
starrte. Es wurde in Ather gelist, die Lisung bis zur be- 
ginnenden Triibung mit Petroliither (80—90°) versetzt und a2 
der Luft stehen gelassen. Nach 2tagigem Stehen krystali- 








sini 
Un 
Che 
will 


erG 

















Uber Githagenin und Githaginsiiure. 81 


sierten aus der Lésung drusenfoérmig angeordnete Nadeln aus, 
die abfiltriert und mit Petroliither ausgewaschen wurden. Sie 
waren schneeweiB und schmolzen bei 203°. Der Mischschmelz- 
punkt mit Githaginsiuremethylester ergab keine Depression. 

4,539 mg Substanz gaben 11,990 mg CO,, 3,62 mg H,0O, 0,014mg Rest. 

C5 9H 40. Ber. C 72,00°/, H 8,80 °/, 
Gef. ,, 72,06 » 8,98 

Dioxim der Githaginsiure. Die Darstellung geschah 
in der von Wedekind und Krecke angegebenen Weise.') Ks 
wurde ein Oxim vom Schmelzp. 225° erhalten, welches mit 
einem von Krecke friher dargestellten Priparat keine Schmelz- 
punktsdepression ergab.”) 

Dioxim des Githaginsiuremethylesters. 0,1 g des 
Esters wurde mit 0,1 g¢ Hydroxylaminchlorhydrat und 0,14 g 
entwiissertem Kaliumacetat in 12 ccm absolutem Alkohol ge- 
list und 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Ks wurde vom ab- 
seschiedenen Kaliumchlorid abfiltriert und die Liésung in der 
Hitze bis zur beginnenden Triibung mit Wasser versetzt. Das 
Oxim krystallisierte in feinen Nadelchen und schmolz nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Methyl- und 
Athylalkohol bei 200° unter Gelbfarbung und Zersetzung. 


2,565 mg Substanz gaben 0,110 eem N (20°, 740 mm). 
C5,Hy.O,N2 Ber. N 5,29 °/, Gef. N 4,88 °/, 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sind wir zu Dank verpflichtet fiir die zur Durchfiihrung dieser 
Untersuchung gewihrte Beihilfe; ebenso der Direktion der 
Chemischen Fabrik E. Merck in Darmstadt fiir die bereit- 
willigst in unserem Interesse ausgefiihrte Extraktion von 
groBeren Mengen Kornradesamens. 


‘) a. a. O. 
*) Die friher von Krecke ausgefiihrte Stickstoffbestimmung ergab: 
C,H,,0,N, Ber. N 5,42 °/, Gef. N 5,30 5,31°/, 
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Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
(9. Mitteilung.’) 


Uber die Bindung zwischen Eiweif und prosthetischer Gruppe 
im Hamoglobin. 
Von 
Felix Haurowitz und Heinrich Waelsch. 


Mit 1 Figur im Text. 


Aus dem mediz.-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag). 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Februar 1929.) 


Von den zahlreichen Verbindungen des Hamochromogens 
mit N-haltigen Basen unterscheidet sich die Verbindung der 
prosthetischen Gruppe mit Globin, das Hamoglobin, durch die 
wichtige Eigenschaft, molekularen Sauerstoff zu binden und 
an Stellen geringen O,-Druckes wieder abzugeben. Im folgenden 
wurde versucht, iiber die Atomgruppen, die die Bindung der 
beiden Komponenten des Himoglobins vermitteln und iiber dic 
Art dieser Bindung AufschluB zu gewinnen. 

In den letzen Jahren sind fiir diese Bindung die ver- 
schiedensten (Gruppen des Himins verantwortlich gemacht 
worden: die COOH-Gruppen’), die ungesattigten Seitenketten’, 
die basischen N-Atome’)*), das Fe-Atom?)’). An der Bindung 


') Kin Teil der Ergebnisse wurde auf der Versammlung der Ges. 
Deutsch. Naturf. u. Arzte in Hamburg (1928) mitgeteilt. — 8. Mitteilung 
s. diese Zs. Bd. 173, S. 118 (1928). 

*) W. Kiister, Diese Zs., Bd. 172, 8. 199 (1927); Bd. 151, 5.9% 
(1926); Chemie d. Zelle, Bd. 12, S. 1 (1923) und Bd. 13, S. 50 (1925); Chem. 
3er. Bd, 58, S. 2851 (1925). 

*) Conant u. Fieser, Jl. of Biol. Chem. Bd. 62, S. 595 (1920): 


Conant u. Scott, ebenda Bd. 69, S. 575 (1826). 
*) Hill u. Holden, Biochemical. J]. Bd. 20, S. 1326 (1926). 
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sollte auch Cholesterin wesentlich beteiligt sein.') Die Bindung 
selbst sollte nach Art eines Neutralsalzes (Betains'!)*), eines 
Esters oder Peptids’), einer Molekiilverbindung (Conant und 
Fieser, a.a.O.) oder eines Komplexsalzes?) erfolgen. All diese 
Vorstellungen, die ausfiihrlich von W. Kiister?) diskutiert 
worden sind, waren auf den Kigenschaften des Schulzschen 
Globins, eines basischen Ejiweibkoérpers, aufgebaut. 

Nun konnten kiirzlich Hill und Holden‘) zeigen, dab 
das durch Saiureeinwirkung bei Zimmertemperatur aus Himo- 
globin gewonnene Schulzsche Globin denaturiert ist und in 
seinen Kigenschaften vom nativen Globin stark abweicht. Nur 
das letztere — durch Saureeinwirkung bei 0° gewonnen — 
bildet mit sodaalkalischen Lésungen von Hiimin einen Farb- 
stoff, der in seinen Reaktionen, besonders seinem spek- 
tralen Verhalten dem Blutfarbstoff gleicht. Fiir die Frage der 
Konstitution des Blutfarbstoffes sind die Versuche von Hill 
und Holden von grundlegender Bedeutung. Die spektro- 
skopischen Beobachtungen der genannten Autoren schienen 
jedoch allein nicht geniigend beweiskriftig. Ks wurde deshalb 
versucht, auf gasanalytischem Wege die Bildung eines Himo- 
globins aus nativem Globin und Himin nachzuweisen. Die Versuche 
(Abschnitt 3) ergaben, daB der aus Himin und nativem Globin 
gewonnene Farbstoff molekularen Sauerstoff zu binden vermag 
und denselben auf Zusatz von Ferricyanid wieder abgibt. Kr 
verhalt sich also auch in dieser Hinsicht wie echtes Hiimoglobin. 
Hie Auffassung von Hill und Holden ist dadurch voll bestiitigt. 

Hill und Holden haben das native Globin als Kiweib- 
xirper beschrieben, der von p,, 5—10 léslich ist, im Gegen- 
satz zu dem Schulzschen Globin. Den isoelektrischen Punkt 
des letzteren hatte Osato®) durch Flockungversuche p,, = 8,1 

') W. Kiister, Diese Zs. Bd. 172, S. 199 (1927); Bd. 151, S. 56 
1926); Chemie d. Zelle, Bd. 12, S.1 (1923) und Bd. 13, S. 50 (1925); 
Chem. Ber. Bd. 58, S. 2851 (1925). 

*) Steudel und Peiser, Diese Zs. Bd. 136, S. 75 (1924); Ishiyama, 
ebenda Bd. 176, S. 294 (1928). 

*) Fischer u. Schneller, Diese Zs. Bd. 128, S. 230 (1923). 

‘) Hill u. Holden, Biochem. Jl. Bd. 20, S. 1326 (1926). 

*) Osato, Biochem. Zs. Bd. 132, S. 485 (1922). 
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festgelegt; das Schulzsche Globin war daher mit Recht als 
basischer EiweiBkérper, den Histonen nahestehend, aufgefaBbt 
worden; im Gegensatz hierzu ergaben eigene Wanderungs- 
versuche (Abschnitt 2) den isoelektrischen Punkt des nativen 
Globins als p,, = 6,9—7,0, also identisch mit jenem des Himo- 
globins. — Aus salzfreier Lésung wird natives Globin durch 
Kochen nicht ausgefillt, die Liésung bloB opalescent; kleine 
Salzmengen bewirken dann Koagulation. Das native Globin 
steht demnach physikalisch-chemisch den Albuminen nahe. 
Bemerkenswert ist in dieser Hinsicht der mit den Albuminen 
gemeinsame Mangel an Glycin. 

Der Zusammentritt von Himin und nativem Globin zu 
Himoglobin erfolgt momentan, so daB an Bildung eines 
Esters oder Peptids nicht gut gedacht werden kann. 
Gegen Kster- oder Peptidbindung spricht u. a. die Tatsache, 
daB sich Himoglobin gegen Leberesterase als resistent erweist 
und da Trypsinkinase nur die Kiweibkomponente spaltet, ohne 
die Bindung zwischen Himatin und einem noch naher zu unter- 
suchenden Bruchstiick des Globins anzugreifen (Abschnitt 5). 
Die schnelle Bildung des Himoglobins aus seinen Komponenten 
wire mit der Vorstellung eines Neutralsalzes, einer Molekiil- 
verbindung oder eines Komplexsalzes wohl vereinbar. Die 
Auffassung des Himoglobins als Neutralsalz fuBte auf dem 
basischen Charakter der EKiweiBkomponente, der durch die oben 
mitgeteilten Versuche widerlegt ist. Schon friher?) war im 
iibrigen darauf hingewiesen worden, dab die beiden Komponenten 
des Hiimoglobins im elektrischen Felde stets gemeinsam wandern: 
dies ist mit der Auffassung eines Neutralsalzes unvereinbar. 
es sei denn, daB daneben eine weitere kovalente Bindung an- 
genommen wird; dafiir geben die Versuche keinen Anhalts- 
punkt. Die Eigenschaften des Hamoglobins lassen danach 
am besten die Auffassung als Komplexsalz oder Molekiil- 
verbindung zu. 

Zur niheren Entscheidung dieser Frage haben wir ver- 
sucht, festzustellen, welche Atomgruppen des Himins die bin- 
dung des Globins vermitteln. Schon Hill und Holden hatten 
'y Haurowitz, Diese Zs. Bd. 151, 8. 130 (1926). 
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gezeigt, daB sich auch Mesohimin mit Globin kuppeln list, 
daB also die ungesaittigten Seitenketten fiir diese Bindung 
belanglos sind. Der gleiche Versuch gelang mit dem Dimethy]- 
ester des Mesohimins (Abschnitt 3); damit ist erwiesen, 
daB auch die beiden COOH-Gruppen des Hiimins fiir die 
Kupplung unwesentlich sind. 

In weiteren Versuchen wurde festgestellt, daB eine Bindung 
des Globins durch die Pyrrol-N-Atome unwahrscheinlich ist. 
Es konnte hier an eine chinhydronartige Molekiilverbindung 
nach Art der Pyrrol-Pyridinverbindungen gedacht werden 
(H. Fischer und Schneller, a.a.O.). Eine ihnliche Auffassung 
haben sich Hill und Holden auf Grund ihrer Versuche zu 
eigen gemacht. Sie fanden namlich, daB auch Porphyrine 
imstande seien, Globin zu binden; denn beim Zusammenbringen 
derselben mit Globin trete eine wesentliche Anderung des 
Spektrums auf. Dieser Anschauung kann nicht beigestimmt 
werden. Zusatz von Globin zu einer sodaalkalischen Liésung 
von Hiaimatoporphyrin bewirkt bloB eine unwesentliche Ver- 
schiebung und Vertiefung der Spektralstreifen (s. Figur und Ab- 
schnitt 4). Den gleichen Vorgang kénnen wir — wie Hill 
und Holden selbst andeuten — durch Zusatz organischer 
Lésungsmittel, wie Methylalkohol, Pyridin, aber auch durch 
Zusatz von Serumeiweif hervorrufen. Derartige leichte Ver- 
inderungen des Spektrums unter dem EinfluB von Lésungs- 
mitteln sind aus den Beobachtungen von Dhéré'), Hiri?) und 
Schumm?) gut bekannt, diirfen aber unseres Erachtens nicht 
als Beweise fiir chemische Bindung angesehen werden. Ks ist 
im iibrigen bisher nicht gelungen, Salze der basischen N-Atome 
des Hiimins darzustellen oder diese Atome zu alkylieren bzw. 
acylieren; ihre Reaktionsfaihigkeit scheint auBerordentlich gering 
zu sein; eine Bindung an Globin ist auch aus diesem Grunde 
unwahrscheinlich. 


') Dhéré, Schneider u. van der Bom, C. R. Bd. 179, 8. 351 
(1924); Bois, Recherch. spectrochim. (Thése, Fribourg 1927). 

*) Hari, Arbeiten auf dem Gebiete d. physiol. Chem. Bd. 16, 
S. 228 (1928). 
5) Schumm, Diese Zs. Bd. 136, S. 243 (1928). 
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Auf Grund der beschriebenen Versuche sind also die COOH- 
Gruppen und die ungesiittigten Seitenketten des Himins fir 
die Bindung des Globins im Himoglobin unwesentlich, eine 
3indung durch die basischen N-Atome unwabrscheinlich. 
Die Versuche sind wohl am besten mit der Annahme verein- 
bar, daB das Fe-Atom direkt durch koordinative Kovalenz die 
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Bindung der EiweiBkomponente vermittelt, wobei das 
Fe-Atom als Koordinationszentrum des Komplexes an- 
zusehen wire (s. Formel I—II]). Hine abnliche Auffassung hat 
friiher schon Conant vertreten (Formel IV).’) 


1!) Conant u, Fieser, sowie Conant u. Scott (a. a. O.) 
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I. Haimoglobin II. Oxyhiimoglobin III. Methimoglobin 


(NH,) 
: Na, anubatees 


IV. nach Conant 


In den Formeln sind von der prosthetischen Gruppe bloB die 4 N- 
Atome eingezeichnet; die EiweiBkomponente ist mit Gb bezeichnet. Die 
in Formel IV von Conant durch Na-Atome zum Ausdruck gebrachte 
saure Natur des Blutfarbstoffes schien fiir die Bindung der beiden Kom- 
ponenten unwesentlich, wurde daher in den Formeln I—IV nicht be- 
riicksichtigt. — Sie gilt zudem — nach den Wanderungsversuchen zu 
schlieBen — nur fiir alkalische Liésungen. Die Bindung von O, und 
—OH wurde nach Kiister formuliert (II, ILI). 


Ks wird mit der Vorstellung des Himoglobins als 
Komplexsalz verstiindlich, daB seine beiden Komponenten 
durch sehr verdiinnte Mineralsiuren schnell voneinander ge- 
trennt werden, aber nur langsam durch verdiinnte Alkalilaugen, 
daB ferner schwache Basen, die starke Tendenz zur Kinlagerung 
in Komplexe zeigen, wie etwa Pyridin, das Globin (unter 
jildung von Pyridinhimochromogen) aus dem Komplex zu 
verdriingen vermégen?); ein aihnliches Verhalten gegen Siuren 
und gegen Pyridin finden wir bei den Komplexsalzen vom 
Typus der Metallammine. Es wird schlieBlich mit dieser 
Vorstellung des Fe-Atoms als Bindeglied verstindlich, daB die 
Festigkeit der Bindung vom Oxydationsgrad des Kisens ab- 
hingt. Wihrend Hb und O,Hb durch Schiitteln mit Chloro- 
form nicht gespalten werden, tritt bei Methimoglobin unter 
den gleichen Bedingungen Spaltung ein’), bzw. Umwandlung 
in Kathimoglobin. 

Der glatte und momentane Verlauf der Kupplung von 
Globin mit den verschiedenen hydrierten und substituierten 


') Zeynek u, Kalmus, Diese Zs. Bd. 70, 5. 219, 224 (1910). 
*) Formanek, Diese Zs. Bd. 29, 8. 420 (1900) u. Dilling, Atlas 
ler Hiimochromogene 1910, 8. 19, 53, 54. 
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w- und f#-Himinen laBt sich mit der Annahme weiterer Bin- 
dungen neben der koordinativen Bindung durch Fe kaum ver- 
einigen. Auch ist die Anwesenheit von Cholesterin!) fir die 
Kupplung belanglos, denn die Reaktion gelang an vollkommen 
cholesterinfreiem Globin und Himin (s. Abschn. 1). Es scheint 
vielmehr das Globin lediglich durch das Fe-Atom ge. 
bunden zu sein. 

Ahnliche Verbindungen der prosthetischen Gruppe mit 
Pyridin, Nicotin, Chinolin, aber nicht nur mit Basen, auch 
mit HON, sind schon lange bekannt (Dilling, a.a.O., Kei- 
lins’) Parahiimatine) und durch Uberfiihrungsversuche®) als 
Komplexsalze erkannt worden. Zu diesen gehért auch das 
Kathimoglobin, die komplexe Verbindung der prosthetischen 
Gruppe mit denaturiertem Globin. Von diesem unterscheidet 
sich das Himoglobin nicht etwa durch eine besondere 
Form der prosthetischen Gruppe, sondern lediglich durch 
die eigenartigen labilen und unbekannten Gruppen des nativen 
Globins, die bei Denaturierung veriindert werden. Wir nehmen 
an, daB unter dem EjinfluB dieser Atomgruppen die Valenzen 
des Fe-Atoms derart verzerrt werden, daB sie die im Himo- 
chromogen vorhandene Fiihigkeit, durch molekularen Sauerstofi 
oxydiert zu werden, verlieren, und QO, nur mehr binden. Die 
Bindung des Globins an die prosthetische Gruppe andert das 
Absorptionsspektrum der letzteren sehr wesentlich, greift also 
auch in das Gleichgewicht der farbgebenden Gruppen tief ein. 

Zwischen resynthetisiertem und nativem Himoglobin be- 
stehen gewisse Unterschiede. Wir fanden die Koagulations- 
temperatur wiBriger Lésungen des ersteren bei 63°, des letz- 
teren bei 47° Schon Hill und Holden fanden in resyntheti- 
siertem Himoglobin eine leichte Verschiebung samtlicher Banden 
gegen das kurzwellige Spektralende. Barcroft*) und seine 
Mitarbeiter haben ubnliche Verschiebungen beim Vergleich des 


1) Vel. hierzu W. Kiister, Diese Zs. Bd. 172, S. 199 (1927) und 
F. Haurowitz, ebenda Bd. 173, 8. 118 (1928). 
*) Keilin, Proe. of the Roy. Soc., Ser. B, Bd. 100, 8. 129 (1926). 
*) Haurowitz, Diese Zs. Bd. 169, S. 260 (1927). 
*) Barcroft, Bull. Soc. chim. Biol. Bd. 10, 8. 279 (1926). 
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Himoglobins verschiedener Tiere gefunden und auf Verschieden- 
heiten der Globine zuriickgefiihrt. Wir nehmen an, daB das 
Hillsche native Globin durch die Siurebehandlung bei 0° 
leicht verindert ist. Diese beginnende Denaturation betrifft 
aber nicht jene wichtigen Gruppen, die das Himin binden und 
dem Eisen die Fiihigkeit verleihen, molekularen Sauerstoff fest- 
zuhalten. 

Vergleichende Analysen von nativem und von durch 
Alkohol—Ather denaturiertem Hiimoglobin aus demselben Blut 
hatten ergeben?), da bei Trocknen unter gleichen Bedingungen 
das denaturierte Himoglobin weniger Wasser enthilt. Es ist 
daher zu vermuten, daB wasserhaltige Atomgruppen des nativen 
Globins fiir die Bindung der prosthetischen Gruppe von Be- 
deutung sind. Diese Ansicht hat zuerst Zeynek?) auf Grund 
einer Beobachtung ausgesprochen, nach welcher das Spektrum 
des Himoglobins bei scharfem Trocknen bei Zimmertemperatur 
im Vakuum in das Spektrum des Hiimochromogens iibergeht, 
um bei Zutritt von Feuchtigkeit neuerlich das Spektrum des 
Himoglobins zu geben. 

Die Atomgruppen des Globins, die die Bindung der 
prosthetischen Gruppe vermitteln, sind uns nicht bekannt. 
Waelsch’) hat durch Laugenspaltung, Kiister*) durch Alko- 
holyse Verbindungen des Hiimatins mit prolinhaltigen Bestand- 
teilen des Globins erhalten. Vielleicht bilden diese Prolin- 
gruppen die Briicke vom Kisen zur Kiweifkomponente. 


Experimenteller Teil. 


1. Darstellung von nativem Globin. 


Natives Globin wurde aus dem Blut erwachsener Rinder 
nach den Angaben von Hill und Holden dargestellt. 


Man erhiilt bei diesem Vorgang neben dem in verdiinntem NH, 
loslichen nativen Globin eine gewisse Menge ,,Metaprotein“, das nach 
Hill und Holden mit denaturiertem Globin identisch ist. Diese Auf- 


'’ Haurowitz, Diese Zs. Bd. 136, S. 147 (1924). u. zwar S. 157. 
*) Zeynek, Festschrift f. Wachholz | Now. lek. Bd. 38 (1926)). 
5) Waelsch, Diese Zs. Bd. 168, S. 188 (1927). 

‘) Kiister, Diese Zs. Bd. 170, S. 106 (1927). 
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fassung konnte durch chemische Analyse bestitigt werden. Denn beide 
Koérper enthielten gleich groBe Mengen Histidin, nach Koessler und 
Hanke bestimmt’): 


0,35 g natives Globin (bei 110° denat.) = 46,5 mg Histidin = 13,3° 
0,35 g Metaprotein (110°) = 47,5 mg Histidin = 138,1°). 


Die Lisung des nativen Globins wurde durch Dialyse in 
Fischblasen von Salzen befreit, dann tiber CaCl, im Vakuum- 
exsiccator bei 1 mm eingedunstet. Das so gewonnene Globin ( 
enthielt keine wesentlichen Mengen in Alkohol oder Ather 
lislicher Bestandteile (Sterine), denn bei erschépfender Extrak- 


tion von 0,41 g Globin wurde 0,22 mg itherléslicher Substanz 
gewonnen, d.1. 0,05°),. s 
Hill und Holden fithren die Abtrennung des Himins auf die n 
absorbierende Wirkung der Stromata zuriick. Auch diese Auffassung d 
lieB sich experimentell bestiitigen, denn das nach Heidelberger von e 
Stroma befreite Hiimoglobin lieB sich nach dem Verfahren von Hil! 
und Holden nicht in farbloses Globin iiberfiihren. Das Himin ging g 
bei Abwesenheit von Stroma nicht in den Ather iiber, sondern blieb in d; 
der Eiweiblésung. d 
2. Physikalisch-chemische Eigenschaften des nativen Globins. = 


Die bis zur Cl-Freiheit dialylisierte waBrige Lésung des 
nativen Globins wurde beim Erhitzen bei 47° opalescent; in 
salzhaltiger Lésung trat bei der gleichen Temperatur ko- . 
agulation auf. 

Die Refraktion wibriger salzfreier Globinlésungen wurde 
mit Pulfrichschem Eintauchrefraktometer bestimmt. Die 
mittlere Brechungsinderung fiir 1°/, Globin’) betrug 0,00150 
(20°). Das Priparat hielt hartnickig kleine Mengen denaturierten 
(lobins in Liésung; die Refraktion des letzteren wurde etwas 
niedriger gefunden, so daB der Wert von 0,00150 eine kleine 





Korrektur nach oben erfahren miiBte. n/3 
Gehalt der Lésung an Globin in °/, ¢ = 5 4 3 2 
Brechungsiinderung x 104: R= . 74,9 61,2 45,6 | 30,8 14,5 








og a ae ee ae ee 14.6 15,3 | 15,2 15,4 l4.o 












') Ji. of biol. Chem. Bd. 39, S. 497 (1919) und Bd. 43, S. 529 (1920 
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*) 7 Tage altes Priiparat, s. Abschn. 3. 
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Bestimmung des isoelektrischen Punktes erfolgte im 
Kataphoreseapparat von Pauli-Landsteiner nach der Vor- 
schrift von Michaelis und Davidsohn.?) Im Phosphatpuffer- 
gemisch war der isoelektrische Punkt p,, = 7,0, im Kakodyl- 
siiure-Natriumkakodylat-Gemisch bei 6,9—7,0. 

Als Mittelfliissigkeit nahmen wir stets 5 ecm Puffergemisch + 5 cem 
0,6 °/,iger Globinlésung (dialysiert) + 0,1 g Saccharose, als Seitenfliissig- 
keit 15eem Puffergemisch + 15 cem CO,-freies Wasser. — py, wurde elektro- 
metrisch mittels Chinhydronelektrode und colorimetrisch mit m-Nitro- 
phenol bestimmt. Wir waren zu dieser Kontrolle gezwungen, da die 
Globinlésung die Reaktion des Putfergemisches stets ein wenig nach der 
sauren Seite verschob (durch CO,-Gehalt?). Wir fanden jedoch vor und 
nach 30 Minuten Wanderung stets nur geringe Differenzen fiir py, so 
daB die Versuche fiir eine Bestimmung des isoelektrischen Punktes auf 
etwa + 0,1 brauchbar sind. 

Der Nachweis der Wanderungsrichtung wurde durch Fillung des 
gewanderten Globins mit Sulfosalicylsiure gefiihrt, die Seitenfliissigkeit 
dazu bei gesperrten seitlichen Hiihnen knapp oberhalb des Hahnschliffes 
durch Pipetten entnommen. 

Der abweichende isoelektrische Punkt von p,, = 8,1, den Osato?’) 














Zusammensetzung Pu vor Py nach 
des Puffergemisches Wanderung | Wanderung 
Wan- 
n 10-Kako- n/10-Na- derung 
dylsiure Kakodylat | Wasser | color. elektr.] color. elektr. ; 
ccm cem | | 
3,0 6,0 11,0 6,8 | 6,82 | 6,8 | 6,86 | kath. 
1,5 6,0 12,5 6,9 | 6,92] 6,9 6,88 | kath. 
1,0 6,0 13,0 7,0 | 6,98 ] 7,0 7,01 J anod. 
0.5 6,0 18,5 7,1 | 7,151 7,2 7,22 | anod. 
0,3 6,0 13,7 7,3 | 7,841 7,8 | 7,35 |anod. 
Pun fa n/3- 
n/3-KHPO.|) Na.-HPO, 
1,0 | 2,0 | 17,0 | 6,6 | 6,63 | 6,6 6,66 | kath. 
0,66 2,0 | 17,38 6.7 6,72 | 6,7 6,74 | kath, 
0,7 | 3.0 | 16,3 6.8 | 6,77] 68 6,79 | kath. 
0.5 | 3,7 15,8 7,0 6,95 | 7,0 6,97 0 
0,35 4,0 15,65 79 | 7,074 7,0 7,10 | anod. 








') Biochem. Zs, Bd. 41, S. 102 (1912). 
*, Osato, a.a. O. 
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in Flockungsversuchen an denaturiertem Globin gefunden hat, gilt nur 
fiir Globin und Kathimoglobin, die durch stark saure Reaktion oder 
durch Kochen mit Lauge denaturiert sind. Erfolgt die Denaturierung 
durch kalte verdinnte NaOH, so gewinnt man — wie bereits vor 
mehreren Jahren gezeigt wurde') — ein Kathimoglobin, das bei p,, 
6—12 klar gelést bleibt und erst bei p,;; etwa 5 ausflockt. Das 
Flockungsmaximum der denaturierten Globine ist also von 
deren Vorbehandlung abhingig und gestattet keine Riickschliisse 
auf den elektrischen Charakter des nativen Globins. 


3. Kupplung von Globin mit Haminen. 

1. Spektroskopische Versuche. Die Kupplung von 
Globin mit sodaalkalischen Lésungen von ¢-Himin und #-Hamin 
gab den von Hill und Holden beobachteten spektroskopischen 
Befund. Zur Kupplung des Globins mit Dimethyl mesohimin 
wurde das letztere in Methylalkohol gelést und 1 ccm dieser 
Lésung mit 10 ccm dialysierter wiBriger Globinlésung gemischt. 
Nach Zusatz eines Tropfens Schwefelammon und Schiitteln mit 
Luft traten die beiden Streifen des ,,Dimethyl-meso-oxy-haimo- 
globins“ bei 568 und 534 uu auf; nach weiterem Zusatz eines 
Tropfens verdiinnten Schwefelammons verschwanden diese 
Streifen allmihlich und an ihre Stelle trat bei etwa 575—541 uu 
der breite Streifen des ,,Dimethyl-meso-hamoglobins“. 

2. Gasanalytische Versuche. Zum gasanalytischen 
Nachweis des O,-Bindungsvermigens bedurfte es eines Re- 
duktionsmittels, das durch iiberschiissigen O, zerstért wird. 
ohne hierbei Stoffe zu bilden, die das entstehende Hb in Met- 
himoglobin umwandeln. Die iiblichen Reduktionsmittel, be- 
sonders Na,S,O,, sind daher nicht brauchbar. Conant und 
Scott?) haben gerade fiir den von uns beabsichtigten Zweck 
Titanotartrat vorgeschlagen. Ihr Vorschlag hat sich sehr be- 
wihrt. 

Wir haben stets 2,5 cem des ‘Titanotartratgemisches in den 
Apparat von van Slyke und Stadie zur Bestimmung der Alkalireserve 
des Blutes*) eingebracht, dann 0,5 g Globin, gelést in 2—3 cem Wasser, 


1) Haurowitz, Diese Zs. Bd. 137, 8S. 63 (1924). 
*) Conant, Scott u. Douglass, Jl. of Biol. Chem. Bd. 76, 8. 229 


‘) Van Slyke u. Stadie, Jl. of Biol. Chem. Bd. 49, 8. 1 (1921). 














Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 93 
und 50 mg des Hiimins, gelést in 2 ccm n-Sodalésung, dazugebracht, 
dann das Gemisch durch Schiitteln reduziert, wobei es in Hiimoglobin 
iiberging. Dabei mubte Luftzutritt vermieden werden. Nach Umwandlung 
in Hb wurde O, zugelassen und durch andauerndes Schiitteln der Farb- 
stoff in O,Hb umgewandelt und das iiberschiissige Titantartrat oxydiert. 
Der Schaum wurde nun durch einen Tropfen Octylalkohol beseitigt, die 
Luft aus dem Apparat verdringt und 2 cem einer 20 °/,igen Lisung von 
Kaliumferricyanid in den Apparat gesaugt. Durch Senken des Hg 
wurde evakuiert, dann energisch geschiittelt, dadurch in Methiimoglobin 
ungewandelt: nun wurde die Lésung des letzteren in das Reserve- 
cefiBb des van Slykeschen Apparates gesaugt. SchlieBlich wurde nach 
Drehen des unteren Dreiweghahnes Hg in das Vakuum des HauptgefiiBes 
gebracht und der entwickelte O, tiber Hg gemessen. 








Globin- 


; See ecm O, ecm O, 
os M , im gefunden _ berechnet 
Menge in g - my, 
in Tagen ” 
t , , 

I 0,5 7 | 50 0,40 0,67 
J 0,5 7 50 0,40 0,67 
IT 0,5 | 11 50 0,36 0,67 
lV 0,5 11 50 0.32 0.67 
V 0,5 32 | 50 0,17 0,67 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB ein groBer Uberschub 
an Himin, niimlich 2 Himin: i Globin angewandt wurde. Von 
dem entwickelten Gas wurde stets die geringe, im Dlindversuch 
ermittelte Gasmenge abgezogen und dieser Wert in die Tabelle 
eingesetzt. DaB das Gas tatsiichlich O, war, wurde durch 
Absorption mit alkalischem Pyrogallel bestitigt. Aus der 
Tabelle geht hervor, daB nur ein Teil der berechneten Gas- 
menge entwickelt wird. 

Kin Teil des Globins reagierte nicht mit Hiimin. LEs liegt 
nahe, anzunehmen, daB dieser Teil denaturiert ist, wenn er 
auch noch léslich blieb. Denn dieser Teil wird beim Altern 
des Priparates gréBer (s. Tabelle). Da die Dialyse 4 Tage, das 
Kindampfen bei 0° 3 Tage in Anspruch nahm, waren die Pri- 
parate mindestens 7 Tage alt. 

Die Versuche der Tabelle sind durchweg an einem und 
demselben Globinpriparat durchgefiihrt, Versuch IV an 3-Himin, 
die anderen an «-Himin. 
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4. Kupplung von Globin mit Porphyrinen. 


Kine 0,3 promille Lésung von Hiimatoporphyrin (Nencki) 
in 10°/, Soda wurde mit dem 25 fachen Volumen der folgenden 
Lésungen verdiinnt: 1. Wasser, 2. Methylalkohol, 3. 1°/,ige 
Globinlésung, 4. 1 Teil Pferdeserum + 10 Teile 1°/, NaCl. Die 
so erhaltenen Gemische wurden spektrophotometrisch nach dem 
friiher beschriebenen Verfahren’) gemessen. Die Figur zeigt 
die gemessene Extinktion. Aus der Figur ist klar ersicht- 
lich, daB dem nativen Globin — im Gegensatz zu seinem 
Verhalten gegen Himin — durchaus keine spezifische Wirkung 
zukommt. Hs bleibt das typische 4streifige Spektrum des alka- 
lischen Porphyrins bestehen, die Maxima der Absorption werden 
um etwa 3—5 mu verschoben, die Intensitét ihrer Absorption 


vergréBert, jene der Minima herabgesetzt. 


5. Einwirkung von Enzymen auf Hamoglobin. 


50g Trockenpulver aus menschlicher Leber, durch Aceton- 
Ather gewonnen, wurden mit n/40-NH, extrahiert, der Extrakt 
mit Essigsiure gefallt und die Fallung zu 50 ccm 10°/,iger 
Lésung von Pferdehimoglobin gefiigt. Die Lipase in der 
Fillung entsprach? einer Enzymmenge von 1750 B.-[e.]. Nach 
24stiindigem Aufenthalt im Brutschrank war das Spektrum 
gegeniiber einer ohne Lipase aufgestellten Kontrollésung nicht 
veriindert. — 

Bei Spaltung von Hb mit aktiviertem Trypsin (50 ccm 10°/, ig. 
Hb + 0,5 g Trypsin Witte + 5 ccm 10°/, Soda, 8 Tage im 
Brutschrank) wurde nahezu vollkommene Spaltung des Hiweibes 
beobachtet. Nach Ansiuern mit Essigsiiure fiel der gesamte 
Farbstoft aus. Er enthielt 95°/, des Hb-Eisens. Sein Fe-Gehalt 
war jedoch bloB 5,0 bis 5,3°/, gegen 8,8°/, des Himins, sein 
N-Gehalt 10—11°/,.. Er enthielt also noch einen kleinen 
Rest des Globins und iihnelt in seiner Zusammensetzung dem 
von Waelsch (a. a. O.) beschriebenen Produkt der Laugen- 


') Haurowitz, Diese Zs. Bd. 138, S. 68 (1924). 
*) Bestimmung nach Willstiitter u.Memmen, Diese Zs. Bd. 12°. 
S. 22 (1928). 
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spaltung. Uber die niihere Untersuchung der Trypsinspaltung 
soll spiter berichtet werden. 


6. Vergleich von nativem und resynthetisiertem Hamoglobin. 


5 mg Cl-Himin (Schalfejeff) wurden in 1 ccm n-Soda 
gelést und mit 10 ccm einer 1°/,igen Lésung von nativem 
Globin in Wasser versetzt; es wurde tropfenweise Ammonsulfid 
zugesetzt und nach Zusatz eines jeden Tropfens geschiittelt; 
der Zusatz von Ammonsulfid wurde unterbrochen, sobald die 


Absorptionsstreifen des Methamoglobins verschwunden und in 


jene des Hb bzw. O,Hb iibergegangen waren. Nun wurde 


sofort in eine Fischblase gebracht und gegen flieBendes 
destilliertes Wasser dialysiert. Nach 3 Stunden wurde die 
nahezu salzfreie Lisung des gebildeten Oxyhimoglobins in 
einem auf 50° geheizten Wasserbad vorsichtig erwiirmt. Sie 
koagulierte bei 47°, wahrend eine Probe des Oxyhimoglobins, 
aus dem das zur Synthese verwendete Globin stammte, im 
gleichen Wasserbad auch nach langerem Aufenthalt nicht aus- 
fiel; der Koagulationspunkt der letzteren lag bei 63°. 


Zusammenfassung. 


1. Die Versuche von Hill und Holden wurden auf gas- 
analytischem Wege bestitigt. Ks entsteht danach aus Himin 
uud Globin itiher Methaimoglobin ein echtes Hiimoglobin, das 
molekularen O, bindet. Unter den gleichen Bedingungen 
entsteht aus denaturiertem Globin das Kathimoglobin, dem die 
Fihigkeit, O, zu binden, abgeht. 

2. Da sich in analoger Weise dimethyliertes und hydriertes 
Himin mit nativem Globin kuppeln lassen, sind die ungesittigten 
Seitenketten und Carboxyle des Hiimins an der Bindung des 
Globins als unbeteiligt anzusehen. Die Bildung eines Hiimo- 
globins aus den Spaltprodukten erfolgt auch bei vollkommener 
Abwesenheit von Cholesterin. 

3. Die geringe Verainderung, die das Spektrum der 
Porphyrine durch Globin erleidet, wird nicht als Beweis fiir 
die Bildung einer chemischen Verbindung ,,Globin—Porphyrin“ 
angesehen, da sich diese Veranderung als unspezifisch erweist 
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und z. B. durch Serumeiwei8 hervorgerufen werden kann. Es 
wird die Anschauung vertreten, dab die Bindung der beiden 
Komponenten im Hamoglobin lediglich durch das Fe-Atom 
vermittelt wird, durch koordinative Bindung. 

4. Natives Globin vom Rind ist ein schwach saurer Kiweib- 
kérper; sein isoelektrischer Punkt liegt bei p,, 6,9 bis 7,0. 
Im iibrigen zeigt er die typischen Kigenschaften eines Albumins. 
Seine Koagulationstemperatur ist 47°. Die geringen Unter- 
schiede zwischen dem urspriinglichen und dem aus seinen Spalt- 
produkten gewonnenen Himoglobin werden auf Schidigungen 
der KiweiBkomponente zuriickgefiihrt, die diese im Verlaufe 
ihrer Isolierung erleidet. 


Berichtigung 
zu H. Fischer u. G. Hummel. 
Bd. 181, 8. 114, zweiter Absatz, letzte Zeile: 
Pyrroporphyrin (mit zwei r) statt Pyroporphyrin. 


Das eine r ist erst bei der letzten Durchsicht des Satzes hier ohne 
Wissen von Herrn Fischer entfernt worden. Thomas. 


